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Ces dernières années ont vu se concrétiser des avancées capitales dans le domaine de
l’immunologie anti-tumorale, permettant ainsi de mettre en lumière le processus
d’immunosurveillance anti-tumorale. Et pourtant, il est toujours rare que l’induction d’une réponse
immunitaire au sein de la tumeur éradique les cellules malignes. La réponse cytotoxique spécifique
au site tumoral demeure le plus souvent inefficace, et ce malgré les efforts engagés à l’heure actuelle
à travers différentes stratégies d’immunothérapie anti-tumorale pour renforcer cette réponse.
Ainsi, et vu les données expérimentales récentes, il est d’une importance majeure de considérer la
susceptibilité tumorale à la lyse par les effecteurs cytotoxiques anti-tumoraux, et principalement les
lymphocytes T cytotoxiques. En effet, cette susceptibilité représente un déterminant essentiel de la
réponse cytotoxique anti-tumorale. Au cours de la progression tumorale, les cellules cancéreuses
acquièrent la capacité à échapper à l’immunosurveillance en développant différents mécanismes de
résistance au système immunitaire liés à la plasticité microenvironementale. En particulier, les
cellules tumorales peuvent devenir résistantes à la lyse induite par les lymphocytes T cytotoxiques.
C’est dans ce contexte que s’inscrit l’axe principal de mon projet de thèse visant l’analyse de
certaines conséquences de la plasticité tumorale, notamment l’impact du processus de la Transition
Épithélio-Mésenchymateuse (EMT) sur la susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les
lymphocytes TCD8+ et les mécanismes associés à l’éventuelle résistance des cellules tumorales
mésenchymateuses à ces effecteurs de la réponse immunitaire. À plus long terme, cette étude a pour
visée d’aider à concevoir des approches permettant l’atténuation de la résistance tumorale à l’un des
composants clés de la réponse immunitaire anti-tumorale, les CTLs.
La première partie de ce manuscrit présente les connaissances actuelles sur le rôle de l’EMT dans
la tumorigénèse, la deuxième partie consiste en la présentation du rôle de l’autophagie dans le cancer,
et la troisième partie est consacrée à la synthèse des connaissances sur le développement d’une
réponse immunitaire spécifique anti-tumorale efficace, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans
l’induction de l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ ainsi que les mécanismes de résistance
au système immunitaire développés par les cellules cancéreuses au cours de la progression tumorale.
Dans une seconde partie, l’ensemble des résultats sera présenté et discuté sous forme d’articles.
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Chapitre I
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I. La Transition Épithélio-Mésenchymateuse
I.1 Définition et historique
La plupart des tissus adultes et des organes proviennent d'une série de conversions de cellules
épithéliales aux cellules mésenchymateuses à travers le processus de la Transition Épithélio-
Mésenchymateuse (EMT) (Greenburg and Hay, 1982) et du processus inverse, la Transition
Mésenchymo-Épithéliale (MET) (Potts and Runyan, 1989).
À la fin du 19è siècle, les cellules mésenchymateuses et épithéliales ont été distinguées par leur
phénotype. Bien que l’EMT fût évidente pour les biologistes du développement (Platt, 1894), elle
n'était devenue intéressante à leurs yeux que pendant les années 1960 (Figure 1). Néanmoins, les
études sur l’EMT sont restées limitées pendant de nombreuses années jusqu'à ce que la pertinence de
l'EMT dans le domaine du cancer ait été reconnue (Polyak and Weinberg, 2009; Tarin et al., 2005)
(Figure 1). L'importance de l'EMT dans le cancer est actuellement largement acceptée par les
pathologistes. Ainsi, les chercheurs en oncologie ont adopté ce processus et l’ont considéré comme
l'un des processus les plus importants à comprendre. Depuis, la connexion entre le cancer et l’EMT a
été une force motrice majeure qui a stimulé les progrès réalisés dans ce domaine (Figure 1). Par
conséquent, plusieurs résultats importants ont aidé à construire les piliers de la compréhension de
l'EMT et de son rôle dans la progression tumorale (Figure 1). Après des années consacrées à
l'analyse in-vitro de l'EMT, les inducteurs de ce processus ainsi que sa réversibilité (MET) ont été
découverts (Potts and Runyan, 1989; McCarthy and Hay, 1991). Par la suite, des études ont identifié
les facteurs de croissance capables de déclencher le processus de l’EMT (Nieto et al., 1994) ainsi que
les programmes cellulaires contrôlés par ces inducteurs (Inukai et al., 1999; Vega et al., 2004). Les
réseaux compliqués régulant l’EMT sont apparus plus tard (Dumont et al., 2008; Gregory et al.,
2008). Ensuite, de nouveaux concepts tels que celui de l’acquisition des propriétés de cellules
souches cancéreuses suite à l’induction de l’EMT ont été découverts (Brabletz et al., 2005). Ceci a
provoqué une expansion rapide de l’intérêt de l’étude du rôle de l’EMT dans la progression tumorale
(Figure 1).
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L’EMT implique une transition des cellules épithéliales polarisée à des cellules mésenchymateuses mobiles. Les
marqueurs épithéliaux et mésenchymateux communément utilisés par les chercheurs sont listés. La co-
expression d’un marqueur épithélial et un marqueur mésenchymateux à la fois définit un phénotype intermédiaire
de l’EMT. Ceci indique que les cellules peuvent subir une EMT partielle. ZO-1: Zona Occludens 1; MUC1: Mucin
1; SIP1: Survival of motor neuron protein Interacting Protein 1; FOXC2: Forkhead box C2. (Adapté de Kalluri R et
Weinberg R, J Clin Invest, 2009).
Figure 2: Le processus de la Transition Épithélio-
Mésenchymateuse
Les travaux de l’équipe du Dr. Hay ED en 1967 sont les premiers à décrire l’EMT en montrant que
les cellules épithéliales perdent leur polarité apico-basale, les jonctions intercellulaires et qu’elles
subissent des changements au niveau de la forme et de l’organisation du cytosquelette au cours de
l'EMT (Trelstad et al., 1967; Greenburg and Hay, 1982) (Figure 2).
Figure 1: Histoire de la recherche sur l’EMT
Plus de 100 ans se sont écoulés entre la première description de l'EMT, son implication dans le cancer (1890)
et la découverte de son implication dans la cascade métastatique (2000). Au cours des 5 dernières années,
20% des travaux ont été publiés en 2010. Le cercle intérieur de la figure met en évidence le rôle central de
l'EMT dans la physiologie (noir) et la pathologie (rouge). (D’après Nieto A, Cell Dev Biol, 2011).
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L’EMT se caractérise par des changements de la polarité cellulaire et de l’adhésion qui perturbent
la membrane épithéliale basale et permettent la pénétration des cellules dans un compartiment riche
en matrice extracellulaire: un processus connu sous le nom de délamination (Lim and Thiery, 2012).
En effet, durant l’embryogenèse, de nombreux signaux extracellulaires peuvent convertir les cellules
épithéliales en cellules mésenchymateuses via l’EMT. Sans cette dernière, le développement de
l’organisme ne dépassera pas le stade blastula. Il s’agit d’une transition qui fait partie intégrante de
certains processus morphogénétiques et organogénétiques. Ainsi, les mouvements de gastrulation
dans de nombreuses espèces, la sortie des cellules de la crête neurale à partir du tube neural, et la
formation des valves cardiaques sont quelques exemples du processus embryonnaires faisant appel à
l’EMT (Thiery and Sleeman, 2006; Peinado et al., 2003) (Figure 3A).
Bien que l’EMT ait été décrite initialement au cours de l’embryogenèse, les changements
phénotypiques et moléculaires de la cellule épithéliale sont également caractéristiques de deux
processus pathologiques : la néoplasie et la fibrose.
Ainsi, sur la base de ses rôles, l’EMT peut être classée en trois différents sous-types: L’EMT de
type 1 est associée à l'implantation embryonnaire, la gastrulation et la mobilité des cellules de la crête
neurale. L’EMT de type 2 est impliquée dans la cicatrisation des plaies, la régénération des tissus,
l'inflammation et la fibrose. Et enfin, l’EMT de type 3 représente la conversion de cellules
épithéliales cancéreuses à des cellules mésenchymateuses invasives. Ces dernières sont capables de
migrer et de conduire à la dissémination des cellules tumorales et aux métastases (Kalluri and
Weinberg, 2009) (Figure 3).
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Pour comprendre le phénomène de l’EMT, il est nécessaire d’évoquer les caractéristiques des
cellules épithéliales et mésenchymateuses.
I.1.1 Les cellules épithéliales
Les cellules épithéliales adhèrent entre elles grâce à des structures spécialisées à savoir les
jonctions serrées, les desmosomes et les jonctions adhérentes, formant ainsi une couche de cellules.
Ces cellules ont une polarité apico-basale caractérisée par la localisation des protéines spécifiques à
des domaines spécifiques de la membrane cellulaire. Cette localisation nécessite à la fois le
recrutement de protéines cytoplasmiques à la membrane et le transport des vésicules polarisées le
long des filaments du cytosquelette. Les molécules responsables de la régulation de la polarité
cellulaire incluent le complexe PAR (Cdc42, PAR3, PAR6, la protéine atypique kinase C), le
complexe Crumbs (Crb, l'EPLA, PATJ, Lin7), et le complexe Scribble (Scrib, la DLG, Lgl) (Bryant
and Mostov, 2008). Ces complexes sont localisés du côté cytoplasmique de la membrane cellulaire.
Dans les cellules épithéliales, les complexes PAR et Crumbs sont localisés le long de la membrane
A) L’EMT de type 1 est associée à l'implantation et la gastrulation embryonnaires et donne ainsi naissance
au mésoderme, à l’endoderme et aux cellules de la crête neurale. L'épithélium primitif, en particulier
l'épiblaste donne naissance au mésenchyme primaire via l’EMT. B) L’EMT de type 2 est induite dans le
cas de l'inflammation et de la fibrose. C) Enfin, l’EMT de type 3 est associée à la transformation de cellules
cancéreuses, à l’invasion et aux métastases. (D’après Lee K et Nelson C, Cell and Mol Biol, 2012).
A B C
Figure 3: Les différents types de l'EMT
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Organisation moléculaire des jonctions
serrées (Tight Junctions), des
jonctions adhérentes (Adherens
Junctions), des desmosomes et des
jonctions communicantes (Gap
Junctions) avec la disposition
principale des E-Cadhérines. JAM:
junctional adhesion molecule. αPKC: 
atypical protein kinase C. PAR3/6:
partitioning-defective protein-3/6. ZO-
1/2/3: zonula occludens-1/2/3. (Adapté
de Thiery JP et Sleeman J, Molecular
Cell Biol, 2006).
apicale, tandis que le complexe Scribble est localisé le long de la membrane latérale (St Johnston and
Ahringer, 2010). Avec un groupe de molécules de signalisation appelée Rho GTPases, ces complexes
de polarité peuvent réguler le transport des vésicules polarisées le long des filaments du
cytosquelette. Cette polarisation apico-basale confère aux cellules une organisation en une
« ceinture » latérale grâce aux jonctions cellules-cellules, à l’architecture du cytosquelette d’actine et
à l’association aux protéines de la membrane basale comme les laminines (Figure 4). Ces cellules
épithéliales sont mobiles, mais elles ne se détachent pas les unes des autres. Dans les conditions
normales, ces cellules se déplacent en une seule couche.
Figure 4: Organisation apico-
basale des cellules épithéliales
et représentation des contacts
cellule-cellule
I.1.2 Les cellules mésenchymateuses
Les cellules mésenchymateuses ne forment pas une couche cellulaire, n’ont pas la polarité apico-
basale ni l’organisation du cytosquelette observée dans les cellules épithéliales. En effet, les filaments
d’actine forment un réseau cortical et la vimentine est exprimée en tant que filament intermédiaire.
Les contacts intercellulaires ne se font qu’à l’aide des points focaux et ces cellules ne sont pas
toujours associées à une membrane basale.
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Ainsi, la caractéristique centrale de l’EMT est la réduction des contacts cellules-cellules par la
perte des E-cadhérines (protéines majeures des jonctions adhérentes), des occludines et claudines
(jonctions serrées) et de la desmoplakine (desmosomes). La β-caténine est également modulée par la 
perte des contacts cellulaires régis par les E-cadhérines et subit une délocalisation dans le noyau où
elle exercera son activité en potentialisant la transcription des éléments important dans l’EMT
(Stemmer et al., 2008). Les fibres d’actines du cytosquelette seront remplacées par les fibres de stress
dont l’extrémité comporte certaines molécules d’adhésion à la matrice extracellulaire (MEC) comme
les intégrines (Figure 5). L’ensemble de ces modifications est suffisant pour permettre la séparation
des cellules, la perte de leur polarité apico-basale et l’acquisition du pouvoir migratoire.
Figure 5: Les événements
moléculaires au niveau des
jonctions cellulaires dans une
cellule mésenchymateuse
I.2 Le rôle de l’EMT dans la progression tumorale et les métastases
I.2.1 La cascade métastatique
Les métastases tumorales sont la cause la plus fréquente de décès des patients atteints de cancer.
Le processus métastatique comprend des étapes distinctes. La première étape est l'invasion, elle se
caractérise par la perte du contact intercellulaire et le gain de la motilité par les cellules épithéliales
néoplasiques, ce qui leur permet d'envahir les tissus adjacents. Au cours de la deuxième étape
Les complexes jonctionnels intacts
dans les cellules épithéliales (Figure 5)
sont dissociés (Figure 6). Le TGF-beta
peut dissocier les jonctions serrées via
la dégradation de RhoA et la
dépolymérisation des filaments
d’actine. JAM: junctional adhesion
molecule. αPKC: atypical protein 
kinase C. PAR3/6: partitioning-
defective protein-3/6. ZO-1/2/3: zonula
occludens-1/2/3. (Adapté de Thiery JP
et Sleeman J, Molecular Cell Biol,
2006).
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nommée intravasation, les cellules tumorales pénètrent à travers l'endothélium des vaisseaux
sanguins ou lymphatiques pour entrer dans la circulation systémique. Seules quelques cellules
tumorales circulantes semblent être en mesure de survivre pendant le passage dans la circulation.
Parmi ces cellules, seulement certaines parviennent à terminer l'étape suivante, nommée
extravasation. Alors, elles s'extravasent à travers l'endothélium capillaire pour atteindre des sites
distants. Enfin, dans le nouvel environnement-hôte, un ensemble encore plus restreint de cellules
tumorales métastatiques parviennent à proliférer à partir des micro-métastases pour donner naissance
aux tumeurs secondaires malignes (Fidler, 2003) (Figure 6). L’EMT fait donc partie des programmes
activés dans les cellules cancéreuses durant le processus métastatique.
Figure 6: Les principales étapes de la formation de métastases
a) Transformation cellulaire et croissance de la tumeur. La croissance des cellules néoplasiques est progressive.
b) Une vascularisation se produit si la masse tumorale dépasse 1-2 mm de diamètre. La synthèse et la sécrétion
de facteurs angiogéniques permet d’établir un réseau capillaire à partir de tissus environnants. c) L’invasion
locale du stroma tumoral par certaines cellules tumorales se produit en parallèle avec plusieurs mécanismes.
Les veinules à paroi mince, telles que les canaux lymphatiques, ne résistent pas à la pénétration par les cellules
tumorales et fournissent un chemin pour l'entrée des cellules tumorales dans la circulation. d) Ensuite, le
détachement des cellules tumorales se produit. La plupart des cellules tumorales circulantes sont détruites.
Celles qui survivent deviennent piégées dans les structures capillaires des organes distants tout en adhérant soit
aux cellules capillaires endothéliales soit à la membrane endothéliale basale. e) L’extravasation est induite via
les mêmes mécanismes qui opèrent durant l’étape de l’invasion. f) La prolifération via le parenchyme complète
le processus métastatique. Pour que ces cellules poursuivent leur croissance, les micro-métastases doivent
développer un réseau vasculaire et échapper à la destruction par les mécanismes de sauvegarde de l’hôte.
Ainsi, ces cellules peuvent envahir les vaisseaux sanguins, entrer dans la circulation et donner naissance à
d’autres métastases. (D’après Fidler I, Nature, 2003).
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I.2.2 Intervention de l’EMT pendant le processus métastatique
En effet, au cours des dernières années, l'EMT a été reconnue comme une étape cruciale dans la
cascade métastatique (Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009). Elle corrèle avec l’invasion,
le mauvais pronostic et les types les plus agressifs du cancer, tels que les carcinomes mammaires de
type basal (Sarrio et al., 2008). De plus, certaines études ont démontré que les cellules cancéreuses
invasives exprimant des marqueurs mésenchymateux possèdent un taux de prolifération atténué et
qu’elles sont résistantes à la mort cellulaire (Vega et al., 2004; Roussos et al., 2010). Ces propriétés
permettent une migration efficace des cellules tumorales invasives après avoir accompli l’EMT et
confèrent ainsi un avantage sélectif pour atteindre les sites distants.
Des études réalisées en utilisant la microscopie multiphotonique in-vivo ont décrit la délamination
des cellules individuelles à partir de la tumeur primaire, leur migration suivant les fibres de la matrice
extracellulaire, et leur intravasation assistée par des macrophages (Wyckoff et al., 2007). Ceci a
soulevé la question concernant la nécessité de l'EMT pour l’intravasation. Sur cet appui, une étude a
démontré que les cellules tumorales mammaires subissant une migration collective sont susceptibles
d'envahir les vaisseaux lymphatiques, alors qu’individuellement ces cellules migrent pour envahir à
la fois les vaisseaux lymphatiques et sanguins (Giampieri et al., 2009). Par conséquent, seules les
cellules individuelles semblent être en mesure de se propager dans la circulation sanguine. Quant aux
cellules tumorales qui restent regroupées, elles pourraient intravaser suite à la sécrétion d’un facteur
de croissance inducteur de l’EMT (TGF-β) par les TAM (Tumor-Associated Macrophages) ou les 
CAF (Cancer-Associated Fibroblasts). Ainsi, ces cellules regroupées changent leur comportement et
migrent individuellement via l’EMT comme c’est décrit dans le cas de cancer du sein (Giampieri et
al., 2009) (Figure 7).
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I.3 Les programmes responsables de l’EMT
L'EMT peut être induite en réponse aux différents stimuli extracellulaires, ces derniers agiront
séparément ou d’une manière coordonnée pour déclencher le processus.
Les voies de signalisation qui peuvent réguler l'EMT sont nombreuses, impliquant l'activité de
différents membres de la superfamille du TGF-β, Wnts, Notch, EGF, FGF, HIF et d'autres (De 
Craene et al., 2005; Thiery and Sleeman, 2006) (Figure 8).
Figure 7: Intervention de l’EMT au cours de la cascade métastatique
Après leur interaction avec le stroma, les cellules épithéliales de la tumeur primaire mammaire vont franchir la
membrane basale, subir l’EMT et devenir mésenchymateuses. Les cellules mésenchymateuses nouvellement
transformées permettent l'invasion locale et l’intravasation via les vaisseaux environnants. Ceci permet la
circulation des cellules tumorales. Les cellules tumorales circulantes vont s’extravaser dans les tissus des
organes environnants. Le microenvironnement de l'organe distant se caractérise par un stroma normal et ne
possèdent pas des signaux induisant l’EMT. Le nouveau micro-environnement permet alors aux cellules
tumorales de subir une MET afin de former une métastase. (D’après Drabsch Y et Ten Dijke P, J Mammary
Gland Biol Neoplasia, 2011).
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Les voies de signalisation activées par les régulateurs de l’EMT et leurs interactions. L'activation des récepteurs
Tyrosine Kinase (RTK) est capable d’induire l’EMT dans plusieurs contextes cellulaires et in-vivo. Mais à l’heure
actuelle, il est admis que le processus de l’EMT nécessite également la co-activation des récepteurs aux intégrines.
Le rôle de la voie de signalisation TGF-beta dans l’EMT est illustré avec également la régulation mutuelle de cette
voie et de la voie NOTCH durant le processus de l’EMT. D’autres voies de signalisation pourraient jouer un rôle
important dans EMT, incluant les récepteurs aux protéines G-couplées. Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)
pourraient également déclencher le processus de l’EMT via des récepteurs encore méconnus. ETaR, endothelin-A
receptor; FAK, focal adhesion kinase; GSK3β, glycogen-synthase kinase-3β; H/E(Spl), hairy/ enhancer of split; ILK, 
integrin-linked kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; NF-κB, nuclear factor-κB; PAR6, partitioning-
defective protein-6; PI3K, phosphatidyl- inositol 3-kinase; PKB, protein kinase-B; ROS, reactive oxygen species;
TAK1, TGFβ- activated kinase-1; TGFβR, TGFβ receptor; WntR, Wnt receptor. (D’après Thiery JP et Sleeman J, 
Molecular Cell Biol, 2006).
Figure 8: Complexité des voies de signalisation régulant l’EMT
Ces voies de signalisation peuvent coopérer pour induire une EMT complète. Ensuite, le maintien
du phénotype mésenchymateux est assuré par l'activation des mêmes signaux de façon autocrine.
L’activation de ces signaux est essentielle pour maintenir l'expression des facteurs de transcription
inducteurs de l’EMT (Scheel and Weinberg, 2011). Les mécanismes qui contrôlent l’activité de ces
inducteurs et qui fonctionnent en aval de la transcription représentent une partie très importante
concernant la régulation de l’EMT dans le cancer. C’est l’objet de la partie suivante.
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I.3.1 La perte de l’expression de la E-Cadhérine: rôle des facteurs de transcription
inducteurs de l’EMT
La perte de l’expression de la molécule d’adhésion, la E-Cadhérine, est une étape cruciale pendant
le processus de l’EMT. Des études ont découvert un certain nombre d'inducteurs de l'EMT suite à la
répression de la transcription du gène codant pour la E-Cadhérine (CDH1). Les protéines en doigt de
zinc Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), Zeb1 (ZEB1) et Zeb2 (ZEB2) répriment directement l’expression
de la E-Cadhérine en se liant sur les boîtes CANNTG situées au niveau du promoteur du CDH1
(Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000; Hajra et al., 2002; Eger et al., 2005; Comijn et al., 2001), tandis
que les protéines en hélice-boucle-hélice comme E12/E47 (TCF3) et TWIST1 répriment l’expression
de la E-Cadhérine indirectement (Perez-Moreno et al., 2001; Vesuna et al., 2008). Un certain nombre
d'autres facteurs de transcription induit la relocalisation de la E-Cadhérine dans le noyau, y compris
SIX1, Goosecoid (CGC) et Forkhead box C2 (FOXC2) (Micalizzi et al., 2009; Hartwell et al., 2006;
Mani et al., 2007).
D’une manière intéressante, certaines études ont démontré que la perte de l’expression de la E-
Cadhérine est capable à elle seule d’induire une EMT complète (Onder et al., 2008). Ceci met en
évidence l'importance que représentent les répresseurs transcriptionnels du CDH1 durant le processus
de l’EMT.
En effet, l'analyse des patients atteints de cancer du sein E-Cadhérine négatif, a associé
l’expression de Snail à la récurrence de la tumeur, tandis que l’expression de Slug, elle a été associée
à la récidive de la tumeur et aux métastases (Moody et al., 2005; Martin et al., 2005). Quant aux
répresseurs Zeb1 et Twist1, leur expression a été corrélée à une faible survie des patients atteints de
cancer du sein (Soini et al., 2011; Peinado et al., 2007).
I.3.1.1 Les mécanismes de répression de la E-Cadhérine
A l’heure actuelle, les mécanismes via lesquels les différents facteurs de transcription répriment
l’expression du gène codant pour la E-Cadhérine (CDH1) sont faiblement caractérisés (Figure 9).
En effet, le facteur de transcription Snail se lie à des séquences consensus E-box sur le promoteur
de la E-cadhérine suite à des modifications locales de la structure de la chromatine après recrutement
de SIN3A, des histones déacétylases (HDAC1 et HDAC2) et des composantes du complexe Poly-
Comb 2 (Cano et al., 2000; Batlle et al., 2000; Fraga et al., 2004; Herranz et al., 2008) (Figure 9 a et
b). Cependant, d'autres études ont découverts d’autres co-répresseurs qui peuvent également réguler
l'activité de la protéine Snail. Parmi ces co-répresseurs on distingue CTBP1 (C-terminal binding
protein) (Hemavathy et al., 2000) (Figure 9 a et b).
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La modification de la structure de la chromatine reste l’événement régulateur majeur dirigé par ces
régulateurs durant le processus de l’EMT (Peinado et al., 2005; Peinado et al., 2004).
En ce qui concerne le facteur de transcription Slug, il réprime également l’expression de CDH1 en
coopérant avec CTBP1, CTBP2, HDAC1 et HDAC3 via un mécanisme qui reste à élucider (Figure
9 b). Cette interaction semble être indirecte étant donné que la séquence de liaison de la CTBP n'est
pas conservée sur le gène Slug chez les vertébrés (Hemavathy et al., 2000).
Des études sur plusieurs lignées tumorales démontrent que les complexes co-répresseurs CTBP
peuvent également intervenir lors de la répression du gène CDH1 par Zeb1 et Zeb2 (Shi et al., 2003).
Les niveaux d’expression du complexe CTBP et du co-régulateur p300 semblent être cruciaux dans
le contrôle de l’expression du CDH1 dans les tumeurs colorectales. Cette importance est due à la
régulation de l’activité de Zeb1 via ces complexes (Pena et al., 2006). De plus, comme cela a déjà été
démontré dans des cellules de mammifères, concernant les facteurs de transcription Zeb, l'activité du
complexe co-répresseur CTBP peut être modifiée suite à son interaction avec d'autres co-facteurs
comme le PNN. Ce dernier facilite la répression du CDH1 médiée par le complexe CTBP1 (Postigo
et al., 2003) (Figure 9 c).
L'acétylation des protéines est capable de moduler l’efficacité avec laquelle le complexe CTBP
réprime l’expression du CDH1. En effet, ces modifications altèrent à la fois la localisation nucléaire
ainsi que l’interaction de CTBP avec Zeb2 (Long et al., 2005; Zhao et al., 2006) (Figure 9c). De
plus, l'activité du complexe CTBP est régulée par le niveau d’expression de NADH (Zhang et al.,
2002).
En ce qui concerne le mécanisme de répression du CDH1 par Twist, jusqu’à présent, ce





codant pour la E-
Cadhérine (CDH1)
par les facteurs de
transcription
inducteurs de l’EMT
(Adapté de Peinado H el
al., Nature, 2007).
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Le fait que Snail, Slug, Zeb1 et Zeb2 recrutent les complexes spécifiques du remodelage de la
chromatine supporte le lien entre la répression de la transcription et l’épigénétique de l’inhibition du
gène CDH1 au cours de l’EMT (Peinado et al., 2005).
En plus d'être étroitement régulés au niveau transcriptionnel, les facteurs de transcription de la
famille Snail subissent des modifications post-traductionnelles qui contrôlent leur localisation
nucléaires ou leur dégradation. Ces modifications nécessitent la phosphorylation par PAK et GSK3β, 
la déphosphorylation par le C terminal domain phosphatase (SCP) ainsi que l'oxydation de la lysine
par LOXL2 (Figure 10) (Peinado et al., 2007; Wu and Bonavida, 2009).
Figure 10: Les mécanismes de
régulation post-
transcriptionnelle de Snail
La stabilisation de la protéine Snail1 est favorisée par NF-κB, ce qui empêche sa phosphorylation 
par GSK-3β et la dégradation qui s’en suit (Wu and Bonavida, 2009). De plus, la traduction Cap-
indépendante de l'ARNm de Snail est activée par le régulateur de la transcription/traduction Snail-
box binding protein 1 (YB-1), et est associée à la perte de l’expression de la E-cadhérine et à
l’agressivité du cancer du sein (Evdokimova et al., 2009). L’étude de Vincent a démontré que Snail
peut également se lier aux protéines Smads, qui agissent comme des corépresseurs de la E-Cadhérine
durant l’induction de l’EMT via la voie TGF-β (Vincent et al., 2009).  
Enfin, quel que soit le mécanisme, les répresseurs de la E-cadhérine ont un rôle inducteur d’une
EMT complète dans plusieurs contextes cellulaires. Ces répresseurs régulent l'expression de
nombreux gènes qui répriment le caractère épithélial afin d’induire un phénotype mésenchymateux.
La stabilité de Snail et sa translocation
nucléaire sont positivement régulées
par PAK1 (p21-activated kinase 1),
LIV1 ou LOXL2. La phosphorylation de
GSK3β (Glycogen synthase kinase 3β) 
favorise le transport de Snail et sa
dégradation par le protéasome.
(Adapté de Peinado H et al., Nature,
2007).
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De plus, ces répresseurs sont capables de réprimer la polarité épithéliale et la division cellulaire tout
en favorisant la survie (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005; Peinado et al., 2007).
I.3.2 La perte de la polarité cellulaire
La perte de la polarité cellulaire est une étape cruciale pendant le processus de l’EMT. En effet,
chez les cellules épithéliales, trois complexes protéiques participent à l'établissement et au maintien
de la polarité apico-basale: PAR, Crumbs et Scribb. Les composantes de ces trois complexes sont
régulées par des inducteurs de l’EMT (Moreno-Bueno et al., 2008). En effet, Snail altère la polarité
épithéliale via la répression de la transcription de Crumbs3 et le blocage de la localisation des
complexes PAR et Crumbs au niveau des jonctions (Whiteman et al., 2008). De même, Zeb1 réprime
directement la transcription des gènes de la polarité cellulaire y compris Crumbs3, PATJ (Pals1-
associated tight junction proteins) et Lgl2 (Lethal giant larvae) (Spaderna et al., 2008).
De plus, le TGF-β peut également contribuer à la perte de la polarité cellulaire pendant l’EMT de 
deux manières: soit à travers la voie canonique en induisant l’expression de Snail et Zeb, soit via la
voie non-canonique qui comprend la régulation négative de l’expression de PAR3, la dégradation de
RhoA et l’altération locale du cytosquelette d'actine médiée par la protéine PAR6 (Ozdamar et al.,
2005; Wang et al., 2008).
I.3.3 Les protéases et le réseau de la Matrice Extracellulaire
Les métalloprotéases matricielles (MMPs) sont des protéines sécrétées par les cellules tumorales
et sont capables de dégrader la membrane basale, facilitant ainsi la sortie des cellules de la matrice
extracellulaire et leur migration au cours de l’EMT.
Les facteurs de transcription inducteurs de l’EMT tels que Snail, Slug, Twist et Zeb1 sont
capables d’induire l’expression des MMPs (Tableau 1). Néanmoins, certaines protéases sont
capables à elles seules de déclencher le processus de l’EMT. A titre d’exemple, la MMP3 déclenche
l’EMT en augmentant le niveau d’expression de ROS (Reactive Oxygen Species), qui à son tour
induit l'expression de Snail et par conséquence l’EMT (Radisky et al., 2005). L’Epilysin (MMP-28)
est un membre des enzymes des métalloprotéinases matricielles récemment découvert. Il est capable
d’induire l’EMT via l'activation du TGF-β (Illman et al., 2006). Enfin, la Periostin, une protéine de la 
matrice extracellulaire sécrétée par les ostéoblastes interagit avec les intégrines pour induire des
signaux principalement via la voie PI3-K/Akt et par conséquence l’EMT (Ruan et al., 2009).
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Tableau 1: L’expression des métalloprotéases matricielles et leur régulation dans des
modèles d’EMT in-vitro. (Adapté de Gilles C et al., Madame Curie Bioscience Database, 2004).
I.4 Le rôle des miRNAs dans la régulation de l’EMT
Les microARNs sont des simples brins non codants de 22 nucléotides qui ont comme fonction la
régulation post-transcriptionnelle de l'expression des gènes en couplant les séquences 2-8 nucléotides
à l'extrémité 5’ à des séquences complémentaires dans la région 3’, non traduite, de l'ARNm cible.
Cette association se traduit par la dégradation de l'ARNm cible et/ou l'inhibition de sa traduction.
Des études récentes ont mis en évidence l'importance des micro-ARNs dans la régulation du
phénotype épithélial en contrôlant les inducteurs de l’EMT. De nombreux travaux ont démontré que
les microARNs de la famille miR-200 peuvent contrôler l’EMT via la régulation négative de
l'expression de Zeb (Christoffersen et al., 2007; Hurteau et al., 2007; Gregory et al., 2008; Korpal et
al., 2008; Park et al., 2008).En effet, la surexpression des membres de la famille du miR-200 inhibe
la capacité des lignées cellulaires d'adénocarcinome du poumon à accomplir l’EMT, à envahir et à
métastaser (Gibbons et al., 2009).Outre les membres de la famille miR-200, la perte de l’expression
des miR-10b, miR-373 et miR-520c a également été présentée comme étant impliquée dans la
progression du cancer du sein (Ma and Weinberg, 2008). Ainsi, une cascade de régulation impliquant
les mi-RNAs et les régulateurs transcriptionnels de l’EMT est susceptible de contribuer de manière
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significative à la progression du carcinome. Cette hypothèse a été récemment validée sur Zeb1. En
effet, ce dernier peut se lier au promoteur des miR-141 et miR-200c pour ainsi réprimer leur
expression, générant ainsi une boucle de régulation qui peut renforcer la capacité de Zeb1 à maintenir
un phénotype mésenchymateux stable (Burk et al., 2008) (Figure 11).
I.5 L’EMT induit une résistance à l’apoptose et à la senescence
La première étude démontrant un lien entre l’EMT et la résistance à l’apoptose a été publiée en
2002 (Valdes et al., 2002). Cette étude a démontré le rôle de l’EMT induit par le TGF-β dans 
l’induction d’une résistance à l’apoptose. Plus tard, ceci a été confirmé par de nombreuses autres
études dans différents modèles cellulaires. À titre d’exemple, une étude a démontré que l'exposition
des cellules tumorales de cancer du sein (NMuMG) au TGF-β pendant plusieurs semaines génère des 
cellules qui échappent à l'apoptose et qui se caractérisent par un phénotype mésenchymateux très
prononcé (Gal et al., 2008).Une autre étude du Dr. Puisieux A. a établi que Twist est capable
d’inhiber l’effet pro-apoptotique de Myc dans les neuroblastomes (Puisieux et al., 2006).
Le processus de l'EMT peut également conférer une résistance à la sénescence. En effet, Twist1 et
Twist2 empêchent les cellules d’entrer en sénescence. Ceci en inhibant p16/ink4a et p21/cip (Ansieau
et al., 2008). De plus, les protéines Twist coopèrent avec l’un des régulateurs de la sénescence, Ras,
Figure 11: La boucle de régulation rétroactive de ZEB/miR-200
Les facteurs de transcription Zeb répriment les gènes de la famille des miR-200 en se liant sur
des séquences de reconnaissance hautement conservées au niveau de leurs promoteurs. Les
membres de la famille miR-200 inhibent l’expression de Zeb au niveau post-transcriptionnel en
se liant à des sites cibles hautement conservés au niveau de leurs 3’ UTRs. Chr: chromosome;
TSS: Transcriptional Start Site; UTR: Untranslated Region. (D’après Brabletz S et Brabletz T,
EMBO Reports, 2010).
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de façon concomitante afin de déclencher une EMT complète et pour favoriser l'invasion. Ces
travaux suggèrent que l’inhibition de la sénescence pourrait être un mécanisme associé à l’EMT.
Ainsi, l'expression constitutive des inducteurs de l’EMT peut maintenir le phénotype
mésenchymateux et invasif tout en assurant la survie des cellules micrométastatiques en supprimant
deux mécanismes de sauvegarde contre le cancer: la sénescence et l'apoptose.
I.6 Le rôle de l’EMT dans l’induction des propriétés de cellules souches cancéreuses
Les cellules souches mammaires normales (MASCs) possèdent des propriétés d’auto-
renouvellement et de pluripotence. Ceci a été démontré in-vivo via la formation d’une glande
mammaire fonctionnelle à partir d’une seule cellule souche mammaire (Shackleton et al., 2006).
Dans le cas d’une cellule tumorale, ces caractéristiques lui donneront la capacité de coloniser un site
secondaire. En effet, la colonisation de sites secondaires implique l’expansion des cellules
cancéreuses contenant une cellule souche-like afin de construire une niche pour la nouvelle tumeur.
Des études sur les cellules tumorales mammaires isolées ont démontré leur capacité à former des
mammosphères et possèdent un profil CD44+/CD24- (Ponti et al., 2005). La population de cellule
possèdant ce profil augmente la capacité d’initiation de tumeurs in-vivo (Al-Hajj et al., 2003). Ainsi,
une sous-population de cellules tumorales de cancer du sein possède des propriétés d’auto-
renouvèlement similaires à celles des cellules souches mammaires normales (MASCs). Par
conséquent, ces cellules ont été nommées les cellules souches cancéreuses (CSCs).
En raison de l’implication de l’EMT et des cellules souches cancéreuses dans la formation des
métastases, l’hypothèse de l’existence d’un éventuel lien entre l’EMT et les cellules souches
cancéreuses a été émise. En effet, deux groupes de chercheurs ont démontré que la population
CD44high/CD24low de cellules normales et transformées possède un phénotype associé à l’EMT en
comparaison avec la population CD44low/CD24high (Morel et al., 2008; Mani et al., 2008).
De manière intéressante, certaines études ont démontré que l’induction de l’EMT via Twist1,
Snail ou TGF-β1, induit une augmentation de la population CD44high/CD24low et la fréquence de
l’initiation de la tumeur (Morel et al., 2008; Mani et al., 2008). Ainsi, le rôle des inducteurs de
l’EMT dans l’induction des cellules souches cancéreuses est démontré. De plus, plusieurs études ont
montré une augmentation des caractéristiques de cellules souches cancéreuses du cancer du sein par
l’intermédiaire de SIX1, Slug, Twist2, FOXQ1, le TNF et TP53 (McCoy et al., 2009; Farabaugh et
al., 2012; Bhat-Nakshatri et al., 2010; Fang et al., 2011; Qiao et al., 2011; Asiedu et al., 2011; Chang
et al., 2011).
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L'analyse des échantillons de biopsies de cancer du sein a renforcé le lien entre l’EMT et
l’acquisition des propriétés de cellules souches cancéreuses. En effet, une corrélation entre le sous
type de cancer du sein claudine-low et les marqueurs de l’EMT et de cellules souches cancéreuse a
été réalisée (Prat et al., 2010). De façon intéressante, ce groupe a démontré que la famille des miR-
200 est régulée négativement dans ces tumeurs (Herschkowitz et al., 2012) sachant que d’autres
groupes ont démontrés que cette famille de miRNA est capable de cibler les gènes BMI1 (Shimono et
al., 2009) et SUZ12 (Iliopoulos et al., 2010) qui jouent un rôle dans l’induction des capacités d’auto-
renouvellement (Iliopoulos et al., 2010; Liu and Wicha, 2010).
Enfin, l’ensemble de ces études montre clairement le lien existant entre l’EMT et l’induction de
propriétés de cellules souches cancéreuses.
I.7 Le rôle de l’hypoxie dans l’induction de l’EMT
Le microenvironnement hypoxique joue un rôle essentiel dans la progression tumorale. Les effets
de l'hypoxie sont principalement médiés par des facteurs HIFs (Hypoxia Inducible Factors).
L'induction de l'EMT a été démontrée dans différentes lignées cellulaires après leur mise en condition
hypoxique (1% O2) ou après une expression constitutive de HIF (Zhou et al., 2009; Giannoni et al.,
2012). En effet, sous les conditions d’hypoxie, le microenvironnement tumoral active les principales
voies de signalisation déclenchant l’EMT afin d’induire la croissance tumorale et les métastases.
Parmi ces voies de signalisation, on distingue la voie TGF-β, Notch et NF-kB (Jiang et al., 2011). De 
plus, il est de plus en plus admis que HIF module l'EMT en régulant l'expression et l'activité des
principaux facteurs de transcription inducteurs de l’EMT et plus spécifiquement Twist. En effet, Dr.
Yang et collaborateurs ont montré que la diminution de l’expression de HIF-1α dans des cellules 
tumorales en hypoxie reverse le niveau d’expression de Twist pour revenir à un état pré-hypoxique,
indiquant que HIF-1α est le principal régulateur de l'expression de Twist dans les cellules hypoxiques 
(Yang et al., 2008; Yang et al., 2006a).
Le lien entre l'hypoxie et les facteurs de transcription inducteurs de l’EMT, essentiellement Twist,
suggère que l’EMT pourrait être un mécanisme expliquant l’association entre l’hypoxie et les
métastases tumorales.
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I.8 L’EMT induit une résistance à la chimiothérapie
Une étude a démontré que les tumeurs subissant l’EMT peuvent résister à la chimiothérapie
conventionnelle. En effet, des cellules tumorales du côlon rendues résistantes à l'oxaliplatine,
présentent un phénotype mésenchymateux et expriment plusieurs marqueurs de l’EMT (Yang et al.,
2006b).Une autre étude plus récente a montré que la résistance des lignées cellulaires épithéliales du
carcinome de l'ovaire au paclitaxel est également associée à l'acquisition des marqueurs
mésenchymateux et à la perte du phénotype épithélial (Kajiyama et al., 2007). En outre, l’inhibition
de Twist peut reverser partiellement la résistance aux différentes drogues dans les cellules du cancer
du sein (Li et al., 2009).De même, Snail confère une résistance au paclitaxel, à l'adriamycine en
antagonisant l’induction de l’apoptose via p53 (Kajita et al., 2004; Kurrey et al., 2009). Enfin, une
étude récente a démontré que l’induction de l’expression du régulateur négatif de l’EMT (miR-200c)
est capable de restaurer la sensibilité à la chimiothérapie (Cochrane et al., 2009).
L’ensemble de ces études élucide le rôle de l’EMT dans l’induction de la résistance des cellules
tumorales à la chimiothérapie.
I.9 Le rôle de l’EMT dans la réponse immunitaire anti-tumorale
Les tumeurs peuvent échapper à la surveillance immunitaire en induisant une tolérance ou en
modifiant leur phénotype à travers l’immunoediting.
Les études concernant la relation entre l’EMT et la résistance au système immunitaire sont très
rares. Avant la publication de mes travaux de thèse, seulement deux études décrivaient ce lien. La
première étude a été publié en 2006, et a démontré que les tumeurs Her2/neu-positives échappant à la
surveillance immunitaire ont subi l’EMT (Knutson et al., 2006). La deuxième étude du Dr. Kudo S. a
établi que Snail est associé à l'activation de cytokines immunosuppressives, des cellules T
régulatrices et à la génération de cellules dendritiques inefficaces (Kudo-Saito et al., 2009). Enfin, la
troisième étude montrant le lien entre l’EMT et la réponse immunitaire anti-tumorale concerne mes
travaux de thèse dont les résultats sont détaillés dans la partie résultats de ce manuscrit. En effet, mes
travaux montrent que l’EMT est capable d’induire une diminution de la susceptibilité des cellules
tumorales à la lyse spécifique. Ceci implique soit l’induction de l’autophagie dans un modèle de
lignée tumorale MCF7 transfectée avec des facteurs de transcription inducteurs de l’EMT ou traitées
avec le TNF- (Figure 12) (Akalay et al., 2013a; Akalay et al., 2013b), soit l’induction de la voie
TGF- dans un modèle de lignée tumorale MCF7-WISP2/CCN5 déficiente (Akalay I et al.,
submitted).
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L’ensemble de ces études montrent que l’EMT est donc capable d’accélérer les métastases
tumorales, non seulement en augmentant l'invasion, mais également en induisant une résistance au
système immunitaire.
Figure 12: L’acquisition du phénotype mésenchymateux induit une diminution de la
susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les lymphocytes T cytotoxiques via
l’induction de l’autophagie (Akalay I et al., Autophagy, 2013)
I.10 Les thérapies anticancéreuses ciblant l’EMT
Les traitements anticancéreux classiques ne sont pas efficaces contre les cellules souches
cancéreuses. Ces dernières sont beaucoup plus résistantes que la majeure partie des cellules
épithéliales qui ne possèdent pas de propriétés de cellules souches cancéreuses.
En effet, après la thérapie, les cellules tumorales mammaires résiduelles affichent à la fois des
caractéristiques mésenchymateuses et initiatrices de tumeurs (Creighton et al., 2009). En outre,
certaines thérapies initialement conçues pour prévenir la croissance tumorale et la dissémination se
sont avérées limitées. Les exemples incluent les inhibiteurs de l'angiogenèse ainsi que les inhibiteurs
de PARP-1. Ces derniers ont été utilisés seuls ou en combinaisons avec la chimiothérapie et
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radiothérapie. Mais les chercheurs ont découvert qu'ils pouvaient promouvoir l'EMT suite à la
régulation de la voie de signalisation TGF-β via PARP-1 (Lonn et al., 2010). Néanmoins, récemment, 
Dr. Rodrıguez et collaborateurs ont suggéré que PARP-1 peut stabiliser la protéine Snail, suggérant à 
nouveau l’intérêt de son inhibition dans les traitements. D’après ces études, il est clair que les
molécules qui exercent de multiples rôles dans les mêmes voies de signalisation et dont l’expression
est contexte cellulaire-dépendante ne doivent pas être la cible des traitements anti-cancéreux. Par
conséquent, des efforts sont actuellement consacrés à la conception de thérapies spécifiques pour
cibler à la fois l’EMT et les cellules souches cancéreuses (Alison et al., 2011).
En ce qui concerne l'EMT, la stratégie privilégiée a été le ciblage les voies de récepteurs à
Tyrosine Kinase (EGFR, ErbB, PDGFR, etc) en utilisant des antagonistes des récepteurs ou des
inhibiteurs sous forme d'anticorps ou de petites molécules (Chua et al., 2012). La voie de
signalisation TGF-β a également été une cible d'inhibition via l'utilisation des mêmes stratégies. 
Ainsi, des anticorps neutralisants contre le TGF-β sont en essai clinique de phase 1 (Chua et al., 
2012).
Afin de cibler les cellules souches cancéreuses, les stratégies utilisées comprennent Notch, Wnt et
Shh et les stratégies de criblage à haut débit. Ces derniers ont déjà produit des résultats tels que la
salinomycine. Cette dernière a récemment été identifiée à partir d'une bibliothèque composée de
16.000 petites molécules sur la base de sa cytotoxicité sélective vers les cellules mammaires enrichies
en cellules souches cancéreuses. Cette étude fournit la preuve que les cellules souches cancéreuses
présentant des caractéristiques mésenchymateuses peuvent être sélectivement ciblées (Gupta et al.,
2009).
La caractérisation des voies de signalisation majoritairement activées dans les cellules souches
cancéreuses permettra la découverte de cibles plus efficace pour les éliminer. A titre d’exemple, la
voie de signalisation JAK2/Stat3 est spécifiquement nécessaire pour la croissance des populations de
cellules souches cancéreuses dans le cancer du sein (Marotta et al., 2011). En outre, de nouvelles
stratégies sont développées afin de cibler les enzymes cytoprotectrices telles que l'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH) ou les pompes à efflux de médicaments telles que les transporteurs ABC
(Alison et al., 2011).
La possibilité d'utiliser des biopsies de patients ouvre la possibilité d'évaluer l’efficacité de
différentes thérapies in-vitro, de prévoir ainsi les réponses de ces patients aux traitements et de
designer des stratégies thérapeutiques personnalisées (Anido et al., 2010). En outre, lorsque ces
biopsies sont testées sur des modèles métastatiques de souris en combinaison avec des gènes
rapporteurs ainsi que des techniques d'imagerie, une meilleure compréhension de la biologie des
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processus activés dans ces tumeurs et une meilleure évaluation des stratégies thérapeutiques s’offrent
aux spécialistes (Liu and Wicha, 2010).
La question qui se pose en permanence quant aux thérapies anti-cancéreuse est la spécificité des
inhibiteurs et des petites molécules utilisés. Cela est particulièrement important lorsque l'on cible les
voies de signalisation pléiotropiques ou bien qui jouent des rôles à la fois bénéfiques et néfastes
comme le TGF-β ou l’hypoxie. À cet égard, le ciblage des facteurs de transcription qui déclenchent le 
processus de l’EMT pourrait être avantageux, principalement parce qu'ils sont très faiblement
exprimés voire non-exprimés dans les tissus adultes normaux. Néanmoins, les facteurs de
transcription sont difficiles à cibler avec des approches classiques. Les microARN et les ARN
interférents sont faciles à concevoir et offriraient une bonne spécificité. Malgré l’instabilité de ces
ARNs, plusieurs études ont démontré une inhibition de la tumorigenèse et des métastases dans des
modèles de souris en administrant des miRNAs et des siRNA-aptamer (Dassie et al., 2009; Kota et
al., 2009; Ma et al., 2010).
En termes de plasticité, l’EMT et les cellules souches cancéreuses représentent une limitation qui
pourrait survenir dans les thérapies ciblant les cellules souches cancéreuses. Ceci provient de la
récente découverte qui a démontré que les cellules épithéliales mammaires normales et transformées
peuvent être converties en cellules souches et en cellules souches cancéreuses respectivement
(Chaffer et al., 2011). Ainsi, de nouvelles cellules souches peuvent être générées malgré l’éventuelle
inhibition des cellules souches préexistantes. Par conséquent, les stratégies de ciblage des cellules
souches cancéreuses uniquement peuvent ne pas être efficaces pour le traitement. En outre, bien que
l'EMT soit cruciale pour la dissémination de la tumeur et l’échappement aux mécanismes de
sauvegarde cellulaires, les cellules tumorales reviennent au phénotype épithéliale via le processus de
la MET afin de coloniser les nouveaux sites distants et de former des métastases. L’EMT dans le
cancer est un événement transitoire, indiquant que l’invasion et les métastases sont deux processus
indépendants qui impliquent probablement différents réseaux de gènes. Par conséquent, les stratégies
ciblant l’EMT peuvent être efficaces pour le traitement des tumeurs primaires, tout en étant
cependant préjudiciables quant à la prévention des métastases. Néanmoins, les thérapies combinées
ainsi que le progrès au niveau de la dissection des mécanismes de la plasticité cellulaire et
l'interaction des cellules tumorales avec la niche métastatique seront cruciales pour concevoir des
traitements plus efficaces.
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Chapitre II




Dans les années 1960, le processus de l’autophagie a été décrit pour la première fois en tant que
processus d'auto-digestion. Actuellement, il est évident que l'autophagie est un processus catabolique
impliquant la dégradation des composants d'une cellule par l'organisme lysosomal. Il s'agit d'un
processus hautement régulé qui joue un rôle important dans la croissance cellulaire, le
développement et l'homéostasie tout en aidant à maintenir un équilibre entre la synthèse, la
dégradation et le recyclage ultérieur des produits cellulaires (Mizushima et al., 2008).
Trois types d’autophagie existent chez les eukaryotes:
 Microautophagie,
 Macroautophagie,
 Chaperone-Mediated Autophagy (CMA).
Elles sont différentes au niveau de leur mécanisme de transport du contenu cytoplasmique vers les
lysosomes (Klionsky, 2005) (Figure 13).
Figure 13: Les différents types d’autophagie dans les cellules mammifères
Trois types d'autophagie co-existent dans toutes les cellules mammifères. La macroautophagie implique la
séquestration des régions du cytosol à l'intérieur des vésicules à double membrane. Ces régions deviennent
des compartiments de dégradation lors de la fusion avec les lysosomes. Des exemples spécifiques de
macroautophagie sélective sont élucidés à gauche. La microautophagie se produit lorsque les composants
cytosoliques sont directement engloutis par les lysosomes via les invaginations de la membrane lysosomale.
La CMA (Chaperon Mediated Autophagy), initiée via la reconnaissance par un chaperon d'un motif de ciblage
sur la protéine cytosolique pour la dégradation. Le complexe chaperon/substrat atteint ensuite la surface du
lysosome et le substrat est ensuite internalisé au niveau de la membrane lysosomale par l’intermédiaire d’un
complexe de translocation (D’après Cuervo A.M et Macian F, Molecular Aspects of Medicine, 2012).
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La macroautophagie, appelée autophagie dans la suite de ce chapitre, implique la formation d'une
membrane autour de la zone cible de la cellule afin de séparer le contenu cellulaire du reste du
cytoplasme. La vésicule résultante fusionne ensuite avec un lysosome et dégrade par la suite le
contenu de la cellule (Figure 14).
L’autophagie peut inhiber la progression de certaines pathologies telles que certains types de
maladies neuro-dégénératives et le cancer. Néanmoins, dans certaines situations, l’autophagie
participerait au développement de la maladie. En effet, son rôle dans la pathologie humaine est assez
complexe.
II.2 La machinerie moléculaire du processus autophagique
Les études effectuées afin de comprendre les mécanismes qui régulent l’autophagie ont commencé
par l’identification des gènes liés à l’AuTophaGie (ATG), initialement chez la levure (Ohsumi, 1997;
Ohsumi et al., 1993). Au jour d’aujourd’hui, plus de 30 gènes ATG ont été clonés. Ainsi, les gènes
ATG chez les mammifères ont été identifiés montrant une conservation élevée en comparaison avec
les gènes de la levure (Klionsky et al., 2003). L’ensemble des protéines ATG est impliqué dans les
différentes étapes du processus autophagique à savoir: la formation de la membrane isolante,
l’immersion du cytoplasme, la formation de vésicules autophagiques, et enfin la fusion avec les
lysosomes. Ces gènes représentent donc le centre de la machinerie autophagique. Un résumé du rôle
des différentes protéines ATG au cours du processus autophagique est illustré dans le Tableau 2.
Le processus autophagique est constitué de plusieurs étapes en commençant par l’étape de
l’initiation (formation d'une structure preautophagosomale conduisant à une membrane
d'isolement, ou phagophore), l'allongement de la vésicule, la maturation des autophagosomes et
la séquestration du matériel à dégrader, et la fusion des autophagosomes aux lysosomes. Au
cours de la dernière étape, le contenu autophagosomal est dégradé par les acides hydrolases
lysosomiques et le contenu de l’autolysosome est ensuite libéré pour le recyclage métabolique
(D’après Augustine C et al., N Engl J Med, 2013).
Figure 14: Les étapes du processus autophagique
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L’ensemble des protéines ATG essentiel à la formation des autophagosomes est composé de
quatre sous-groupes (Yang and Klionsky, 2010):
 Le complexe ATG1/UNC-51-like kinase (ULK) avec les protéines ATG13 et ATG17 pour
l’induction de l’autophagie,
 La classe III du complexe Phosphatidylinositol 3-kinase composé de Vps34, ATG6/Beclin 1
et ATG14 est impliquée dans la formation des autophagosomes,
 Les protéines ATG12 et ATG8/LC3 qui composent les systèmes de conjugaison impliqués
dans l’expansion des membranes des autophagosomes,
 ATG9 et son complexe qui participe à la formation des membranes formant les
autophagosomes,
 Et enfin un ensemble de protéines nécessaire à la fusion des autophagosomes aux lysosomes
pour la dégradation du matériel séquestré.
II.2.1 Le complexe ATG1/UNC-51-like kinase (ULK)
La protéine ATG13 est l’un des cibles de la kinase TOR2 (Target Of Rapamycin 2) (Kamada et
al., 2000). En effet, en présence des facteurs de croissance, la kinase TOR2 est activée. Ainsi elle
phosphoryle ATG13, ce qui empêche son association à ATG1. Sous ces conditions, ATG1 contribue
Tableau 2: Les protéines majeures régulatrices de l’autophagie dans les cellules
mammifères (D’après Augustine C et al., N Engl J Med, 2013).
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à la formation de vésicules lysosomales mais pas à celle des autophagosomes (Abeliovich et al.,
2003). Au cours de la privation en nutriments, TOR2 est inhibée; ceci est le résultat de l’activation
des phosphatases et la déphosphorylation partielle de ATG13. ATG13 déphosphorylée s’associe donc
à ATG1 et l’active. Ceci permet le recrutement de ATG17 et la formation du complexe ATG1-
ATG13-ATG17. Ce dernier participe à l'élongation de la membrane d’isolement (Kim et al., 2002)
(Figure 15-étape 1).
II.2.2 Le complexe Vps34-Beclin 1
L'implication de la PI3-kinase dans l'autophagie a été initialement établie suite à l'observation de
l’inhibition de la formation des autophagosomes par des inhibiteurs pharmacologiques de la PI3-K y
compris la 3-méthyladénine, la wortmannine et le LY-294002 (Blommaart et al., 1997). La Vps34
phosphoryle le phosphatidylinositol (PI) afin de produire la phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P),
un lipide qui favorise la formation d’un complexe protéique, la fermeture de la membrane et la
séquestration des composants cytoplasmiques dans les vacuoles autophagiques (Mizushima et al.,
2001; Petiot et al., 2000). Par conséquent, le complexe PI3-K non seulement contrôle la nucléation
des vésicules autophagiques, mais favorise également les étapes de conjugaison. En effet, Beclin-1
(ATG6) au sein de ce complexe interagit avec plusieurs partenaires, y compris Bcl-2, UVRAG,
Ambra et Bif-1. Ces interactions moléculaires sont essentielles à la régulation de l'autophagie au
niveau de la nucléation de la membrane isolée (Fimia et al., 2007; Pattingre et al., 2005;Takahashi et
al., 2007) (Figure 15-étape 2).
II.2.3 Les systèmes de conjugaison ATG12/LC3 (ATG8)
Le premier système de conjugaison implique la liaison d’une molécule lipidique à la partie COOH
terminale de la protéine LC3, appelée également ATG8. Dans cette étape de conjugaison, ATG7 et
ATG3 agissent, respectivement, comme des homologues des enzymes E1 et E2. En effet, pour que
cette conjugaison ait lieu, la protéine LC3 doit être clivée par la cystéine protéase ATG4 (Ichimura et
al., 2000). Ensuite, la protéine LC3 clivée (LC3-I) est activée par ATG7 et transférée à ATG3. Ainsi,
ATG3 conjugue LC3 à la phosphatidyléthanolamine (PE) afin de former la LC3-II. Cette dernière
représente une forme lipidique associée aux membranes ou aux vésicules autophagiques, ce qui en
fait un marqueur des autophagosomes (Kirisako et al., 1999) (Figure 15-étape 3).
Le deuxième système de conjugaison implique la liaison de la partie COOH terminale de ATG12
à ATG5 via le résidu lysine (Mizushima, 2007). Au cours de cette conjugaison, ATG7 et ATG10
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agissent, respectivement, comme des homologues des enzymes E1 et E2. Ensuite, ATG7 hydrolyse la
molécule d’ATP afin d’activer ATG12. Ainsi, ATG12 activée est transférée à ATG5 via ATG10.
Enfin, le complexe ATG5-ATG12 s’associe à ATG16, qui s’oligomérisent pour former de larges
unités qui sont requises pour la fixation de LC3 à la membrane et l'élongation de la membrane
séquestrante (Kuma et al., 2002) (Figure 15-étape 3).
II.2.4 Le complexe ATG9-ATG18
Bien que les fonctions exactes de la protéine ATG9 chez les mammifères restent méconnues,
quelques hypothèses ont été émises. En effet, comme la protéine ATG9 est associée à des bicouches
lipidiques, elle peut être partiellement responsable de la formation de la membrane des
autophagosomes d’une manière ATG18-dépendante (Figure 15-étape 4) (Reggiori et al., 2005).
L’étude de Simonsen a démontré que ATG9 peut jouer un rôle dans l'architecture des
autophagosomes, probablement en régulant l'allongement du phagophore (Simonsen and Stenmark,
2008).
II.2.5 La fusion autophagosome-lysosome
Une fois que l’autophagosome est fusionné au niveau de chaque côté, il se rapproche d’un
lysosome voisin et forme un autolysosome (Darsow et al., 1997) (Figure 15-étape 5). Cette fusion
implique Rab GTPases, les protéines membranaires lysosomales LAMP1 et LAMP2 (Saftig et al.,
2008), L’ATPase AAAtype SKD1 (Nara et al., 2002), le réseau microtubulaire (Kochl et al., 2006),
le pH de la vacuole lysosomale critique pour l’activation des hydrolases acidiques (Kawai et al.,
2007).
La membrane interne des autophagosomes et les composants du cytoplasme séquestrés sont
ensuite dégradés par les hydrolases lysosomales (Figure 15-étape 6). Une fois les macromolécules
sont dégradées à l'intérieur du lysosome, les unités monomériques sont exportées vers le cytosol pour
le recyclage (Klionsky and Emr, 2000).
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II.3 Les voies de signalisation majeures impliquées dans la régulation de l’autophagie
La complication de la machinerie moléculaire de l'autophagie indique que sa régulation peut être
extrêmement compliquée et qu’elle ferait intervenir plusieurs voies de signalisation. En effet,
nombreuses sont les voies de signalisation majeures qui ont été présentées comme régulatrices de
l’autophagie sous différentes conditions. Ces voies de signalisation peuvent interagir ensemble et
réguler la cascade autophagique à différents niveaux.
II.3.1 La kinase TOR
La kinase TOR est le régulateur majeur de l’autophagie. Cette kinase est capable de désactiver
l’autophagie dans des cellules en culture. En tant qu’inhibiteur d’autophagie, l’activité de TOR
empêche la formation des complexes ATG y compris le complexe ATG1-ATG13-ATG17 (Kim et
al., 2002; Mizushima et al., 2001, Suzuki et al., 2001). Elle intervient également au niveau des deux
étapes de conjugaison décrites précédemment. Par conséquence, l'induction et l'expansion de la
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Au niveau moléculaire, les protéines Atg forment différents complexes qui agissent au niveau des
différentes étapes du processus autophagique. Les inhibiteurs pharmacologiques et les ARN
interférents qui sont capables d'inhiber certaines étapes de ce processus sont également élucidés
(D’après Maiuri C et al. Mol Cell Biol, 2007).
Figure 15 : Représentation schématique de la régulation moléculaire des différentes
étapes du processus autophagique
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cellule est en privation en nutriments. Ceci peut déclencher la cascade autophagique. Ainsi,
l’inhibition de TOR s’avère être obligatoire pour l’induction de l’autophagie (Abeliovich et al.,
2000). TOR représente donc le centre des voies de signalisation régulatrices de l’autophagie (Figure
16).
II.3.2 PI3-kinase/Akt
La voie PI3-kinase/Akt régule l’autophagie essentiellement via la modulation de l’activité de la
protéine TOR. En effet, la PI3-kinase phosphoryle la phosphatidylinositol (Abida and Gu, 2008; Ano
et al., 2005) P2 afin de produire la phosphatidylinositol P3 (Abeliovich et al., 2003; Abida and Gu,
2008; Ano et al., 2005). Cette dernière active la phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1).
Ainsi, la PDK-1 peut phosphoryler et activer la protéine Akt. Celle-ci peut à son tour phosphoryler et
inactiver le TSC (Tuberous Sclerosis Complex). Ce dernier est une GTPase qui active le complexe
protéique et l’une de ses cibles est la Rheb. En effet, quand la TSC est inactivée par Akt, l’activité
GTPase de Rheb est bloquée. Ceci induit une forme de Rheb liée à la GTP. Cette forme est
l’activateur majeur de TOR (Inoki et al., 2005). Par conséquent, la PI3-kinase/Akt supprime
l’autophagie suite à l’activation de TOR (Figure 16).
Les facteurs de croissance comme l’IGF (Insulin-like Growth Factor) se lient à leurs récepteurs
tyrosine kinase, ce qui induirait l’activation de la PI3-kinase/Akt et TOR et ainsi le blocage de
l’autophagie (Figure 16).
II.3.3 Les protéines de la famille Bcl-2
L’interaction de Bcl-2 avec Beclin-1 suggère que l'autophagie pourrait être soumise à la régulation
par les protéines de la famille Bcl-2 (Liang et al., 1998). En 2005, Pattingre et ses collaborateurs
(Pattingre et al., 2005) ont découvert les effets inhibiteurs de la protéine Bcl-2 sur l'autophagie à la
fois chez la levure et dans des cellules de mammifères. Les effets inhibiteurs de Bcl-2 dépendent de
la nature de son interaction avec Beclin-1 (Pattingre et al., 2005). En effet, les activités anti-
autophagiques ont été découverts non seulement pour Bcl-2, mais aussi pour leurs homologues tels
que Bcl-XL, Bcl-w et Mcl-1 (Erlich et al., 2007; Maiuri et al., 2007; Periyasamy-Thandavan et al.,
2008). La liaison et la séquestration de Beclin-1 par ces protéines perturbent la formation du
complexe de la PI3-kinase (Vps34-Vps15-Beclin-1) qui est important pour l’induction de
l’autophagie (Figure 16). Ainsi, l’autophagie est inhibée. Dans le cas contraire, les protéines BH3-
only peuvent se lier à Bcl-2/Bcl-XL afin de permettre à Beclin-1 d’induire l'autophagie (Maiuri et al.,
2007).
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Figure 16: Les voies de signalisation majeures impliquées dans la
régulation de l'autophagie
Le complexe mTORC1 contient mTOR, une protéine régulatrice, PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40 kDa),
GbL/mLST8 (G protein b subunit-like protein) et DEPTOR (DEP domain containing mTOR-interacting protein). Au
cours de l'activation de l’autophagie, mTORC1 se dissocie du complexe ULK, qui se transloque par la suite dans le
site de la formation des autophagosomes conduisant à la déphosphorylation de ULK1 (Unc51-like kinase 1), ULK2,
Atg13 et ainsi à l'activation de ULK1 et ULK2. Ces derniers phosphorylent par la suite FIP200 et Atg13. L’activation
de l’autophagie suite à une énergie réduite se produit via AMPK (AMP-activated protein kinase) qui est activée par
la kinase LKB1 pour se lier à ULK1. L’association AMPK-ULK1 joue un rôle central dans l'activation de l'autophagie
étant donné l'effet inhibiteur de mTOR sur le complexe ULK. Le complexe PI3K3/Vps34 est impliqué dans la
nucléation et l’assemblage de la membrane du phagophore. L’activité de ce complexe est régulée positivement par
Atg14L, Bif-1/UVRAG et Ambra 1 et inhibée par Rubicon/UVRAG. La liaison de Bcl-2 à Beclin 1 inhibe l’autophagie.
La localisation cellulaire de ce complexe est régulée par le complexe ULK. Au cours de l'activation de l’autophagie,
ULK1 phosphoryle Ambra 1 et le complexe PI3K3 et permet la relocalisation de ce complexe dans le réticulum
endoplasmique (ER). Les protéines inhibitrices de l’autophagie sont représentées en rouge, ses activateurs sont
représentés en vert (Adapté de Maes H et al., Cell, 2013).
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II.3.4 p53
Le suppresseur de tumeur p53 joue un rôle bien identifié dans l’induction de l’apoptose. Il peut
induire l’apoptose indirectement via la transcription des gènes pro-apoptotiques ou directement via
l’activation des molécules de la perméabilisation mitochondriale comme Bax (Jiang and Dong, 2008;
Tesniere et al., 2008). Des études récentes ont suggéré un rôle de p53 dans la régulation de
l’autophagie. Cependant, ces études sont controversées car elles décrivent à la fois un rôle de
régulation positive et négative de l’autophagie de p53. En effet, en 2005, Feng et son équipe ont
démontré que l’activation de p53 suite à un stress cellulaire peut inactiver la voie de signalisation
TOR conduisant à l’activation de l’autophagie (Feng et al., 2005). Plus tard, Crighton et al. ont
découvert DRAM (Dommages-Regulated Autophagy Modulator) en tant que cible transcriptionnelle
de p53 et ont démontré que son activation induit l’autophagie (Crighton et al., 2006). En revanche,
Tasdemir et al. ont prouvé récemment que l’autophagie est dramatiquement induite quand p53 est
inhibée (Tasdemir et al., 2008). En effet, plus tard des études ont démontré que p53 peut réguler
positivement l’autophagie via son activité transcriptionnelle (localisation dans le noyau), mais quand
elle est localisée dans le cytoplasme, elle exerce un rôle inhibiteur de l’autophagie (Green and
Kroemer, 2009) (Figure 17). Enfin, en fonction de sa localisation cellulaire, p53 peut avoir un rôle
pro- et anti-autophagique (Figure 17).
Figure 17: Le double rôle de p53 dans la régulation de l’autophagie
p53 joue un rôle de régulateur positif de l’autophagie via son activité transcriptionnelle et un rôle
de régulation négative via ses fonctions cytoplasmiques. En tant que facteur de transcription, p53
active plusieurs inducteur de l’autophagie y inclus DRAM1 (qui active JNK1) et Sestrin1 (qui se
lie au complexe TSC1/TSC2-AMPK afin d’induire la phosphorylation de TSC2 via l’AMPK). L'un
des gène régulé par p53 et qui inhibe l’autophagie est TIGAR, une fructose-2 ,6-bisphosphatase
qui régule négativement le niveau intracellulaire de ROS (Bensâad et al., EMBO J., 2009)
(Adapté de Kroemer G et al., Cell, 2010).
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Figure 18: Le rôle de la voie IKK-NF-kB dans la régulation de l’autophagie
NF-kB est activé lorsque son inhibiteur (IkB) est phosphorylé par la kinase IKK (IkB-kinase).
L’activation d’IKK est médiée par une autre kinase TAK1 (Baud and Karin, Nat Rev Drug Discov,
2009). L’expression constitutive des sous-unités d’IKK stimule l’autophagie via une voie NF-kB-
indépendante. Cette voie se base sur l’activation de l’AMPK et de JNK1 (Criollo et al., EMBO J.,
2010) (Adapté de Kroemer G et al., Cell, 2010).
II.3.5 IKK/NF-k-B
La dérégulation de la voie NF-kB est associée au développement du cancer, à sa progression et à
la résistance aux traitements anti-cancéreux (Wong and Tergaonkar, 2009). Récemment, Dr.
Djavaheri et collaborateurs ont démontré que l'autophagie joue un rôle dans plusieurs fonctions
cellulaires régulées par NF-kB (Djavaheri-Mergny et al., 2006). En effet, cette équipe a établi que
l’activation de NF-kB est un médiateur de la répression de l’autophagie via la régulation de mTOR
(Djavaheri-Mergny et al., 2006). Plus tard, Dr. Dan et collaborateurs ont démontré que l'activation de
mTOR dans des cellules tumorales PTEN-déficientes implique IkB kinase (IKK), une sous-unité
catalytique du complexe IKK qui contrôle l’activation de NF-kB (Dan and Baldwin, 2008).
L’ensemble de ces études a mis la lumière sur un rôle suppresseur de l’autophagie de NF-kB.
Néanmoins, une étude a récemment démontré son rôle activateur de l’autophagie (Copetti et al.,
2009). En effet, cette équipe a montré que le membre de la famille NF-kB, p65/RelA (v-rel
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A), régule positivement les niveaux d’expression de
l’ARNm et de la protéine Becline 1 dans différents modèles cellulaires (Copetti et al., 2009).
NF-kB est activé lorsque son inhibiteur (IkB) est phosphorylé par la kinase IKK (IkB-kinase).
L’activation de IKK est médiée par une autre kinase TAK1 (Baud and Karin, 2009). L’expression
constitutive des sous-unités de IKK stimule l’autophagie via une voie NF-kB-indépendante. Cette
voie se base sur l’activation de l’AMPK et de JNK1 (Criollo et al., 2010). Néanmoins, il peut y avoir
des mécanismes à la fois IKK-dépendants et NF-kB-indépendants pour l’induction de l’autophagie
(Kroemer et al., 2010) (Figure 18).
Enfin, les mécanismes qui orientent la voie de signalisation NF-kB vers un rôle activateur ou
suppresseur de l’autophagie restent à éclaircir.
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II.3.6 L’AMPK
L'AMPK (AMP-dependent protein kinase) est impliquée dans l'induction de l'autophagie sous des
conditions de privation en glucose, de l'hypoxie, de l'ischémie, du choc thermique, ou du stress
oxydatif (Kahn et al., 2005). Chez la levure, l'induction de l'autophagie suite au stress métabolique
implique l'AMPK (Wang et al., 2001). Cependant, l'implication de l'AMPK dans l'autophagie chez
les mammifères reste un sujet à controverse. Néanmoins, des études récentes de Meijer, Codogno et
Meley ont précisé le rôle de l'AMPK dans l'autophagie dans des cellules de mammifères
métaboliquement stressées (Meijer and Codogno, 2007; Meley et al., 2006). Le mécanisme majeur
utilisé par l'AMPK pour induire l'autophagie est la suppression de la voie de signalisation TOR. En
effet, l’AMPK peut inhiber directement TOR par phosphorylation. De plus, l'AMPK peut activer la
TSC, ce qui conduit à l'inhibition de TOR et ainsi à l’induction de l’autophagie (Meijer and Codogno,
2007; Meley et al., 2006) (Figure 16).
II.3.7 Les MAPKs
Les protéines MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) y compris ERK1/2, p38 et JNK sont
une famille de sérine thréonine kinases impliquée dans un large éventail de fonctions cellulaires.
L'activation des MAPKs a été décrite dans différents modèles d’autophagie (Corcelle et al., 2007;
Roux and Blenis, 2004). En effet, pendant la privation en nutriments, à la fois ERK1 et ERK2 sont
activés. Ainsi, l'inhibition de ERK1/2 empêche l’induction de l’autophagie (Petiot et al., 2000). De
plus, une étude a établi que les acides aminés sont capables d’inhiber l'autophagie en ciblant ERK1/2
(Pattingre et al., 2003). En outre, des travaux plus récents de Wei ont démontré le rôle essentiel de
JNK dans la phosphorylation de Bcl-2 (Wei et al., 2008). En effet, cette équipe a prouvé que JNK1,
et non pas JNK2, est activée au cours du stress dû à la privation en nutriment. Ainsi JNK1
phosphoryle Bcl-2 au niveau de plusieurs sites. Ceci induit sa dissociation de Beclin-1 et ainsi
l’induction de l’autophagie (Wei et al., 2008).
Enfin, le rôle des MAPKs dans l’autophagie est assez complexe et peut être dépendant du contexte
cellulaire.
II.4 Rôle de l’autophagie dans le cancer
Le double rôle de l’autophagie dans la suppression et la progression tumorale a été identifié.
Cependant, il existe un manque de connaissance des facteurs qui influent sur l’équilibre des fonctions
anti-tumorales et pro-tumorales de l’autophagie. En effet, l’autophagie pourrait être un mécanisme
anti-tumoral, en limitant la prolifération et l’instabilité chromosomique des cellules tumorales, en
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prévenant l’inflammation et/ou en induisant la mort autophagique suite au traitement des cellules
tumorales par des agents anti-cancéreux. Mais, elle pourrait aussi être un mécanisme promoteur de
tumeur en permettant la survie des cellules cancéreuses en réponse au stress métabolique et aux
agents anti-cancéreux.
II.4.1 L’autophagie comme suppresseur tumoral
L’autophagie peut être un mécanisme de suppression tumorale en détruisant les organelles
endommagées et en limitant l’instabilité génomique et la croissance cellulaire (Mathew et al., 2009).
En effet, les souris Beclin1+/- développent des tumeurs, ce qui indique que Beclin1 pourrait être un
gène suppresseur de tumeur (Qu et al., 2003). Un lien moléculaire potentiel entre l'autophagie
défectueuse et la tumorigenèse implique l'accumulation des agrégats de la protéine p62 et
l’endommagement des mitochondries. Ceci pourrait provoquer une altération de l'ADN qui induit
une instabilité génomique (Mathew et al., 2009).
Le knockdown de la protéine p62 dans des cellules défectueuses en autophagie empêche la
réponse aux endommagements de l'ADN (Mathew et al., 2009). La relation entre l'autophagie
défectueuse et l’accumulation de la protéine p62 avec la tumorigénèse a été également démontrée
dans une étude dans laquelle des souris p62+/- ont été protégées de carcinomes pulmonaires
comparées aux souris sauvages (Duran et al., 2008). L'autophagie peut également protéger contre la
progression tumorale en limitant la nécrose et l'inflammation chronique qui sont associées à la
sécrétion de la protéine pro-inflammatoire HMGB1 (Tang et al., 2010). Ensemble, ces études
montrent un rôle suppresseur de tumeurs de l'autophagie (Figure 19-(A)).
II.4.2 L’autophagie comme inducteur de la survie des cellules tumorales
Les données indiquent que le rôle prédominant de l'autophagie dans les cellules cancéreuses est de
conférer une tolérance au stress qui sert à maintenir la survie des cellules tumorales (Degenhardt et
al., 2006). En effet, la délétion des gènes essentiels de l’autophagie dans les cellules tumorales
potentialise l'induction de la mort cellulaire (White and DiPaola, 2009). Les cellules cancéreuses ont
des exigences métaboliques élevées en raison de la prolifération cellulaire. A titre d’exemple, dans
des modèles in-vivo, l'exposition à un stress métabolique est capable d’affaiblir la survie des cellules
autophagie-déficientes en comparaison avec des cellules autophagie-compétentes (Mathew et al.,
2009).
Les stresses cytotoxique et métabolique ainsi que l’hypoxie sont capables d’activer l'autophagie
afin de recycler l'ATP et de maintenir la biosynthèse et la survie cellulaires.
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Des niveaux élevés d'autophagie ont été détectés dans des lignées tumorales et dans des
échantillons tumoraux. Ces niveaux d’autophagie permettent la croissance des cellules tumorales via
la maintenance de la production de l'énergie. L'inhibition de l'autophagie dans ces cellules conduit à
une régression tumorale (Yang et al., 2011). De plus, dans des cellules cancéreuses survivant à la
chimiothérapie et/ou radiothérapie, l'activation de l'autophagie peut induire une dormance dans les
cellules cancéreuses résiduelles qui contribuerait à la récidive et à la progression tumorale (Lu et al.,
2008).
Des travaux récents indiquent que les lignées tumorales humaines ayant des mutations activatrices
en H-Ras et K-Ras ont des niveaux élevés d'autophagie (Guo et al., 2011). Dans ces cellules, la
suppression de l’autophagie est essentielle pour inhiber la croissance cellulaire.
L’ensemble de ces études indique que l'autophagie est capable de maintenir la survie des cellules
tumorales (Figure 19-(B)).
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Figure 19: Le double rôle de l’autophagie dans la progression tumorale
Cette figure représente les mécanismes décrits récemment pour établir le rôle suppresseur ou promoteur
de tumeurs de l’autophagie. (A) L'autophagie en tant que mécanisme suppresseur de tumeur. (1)
L’autophagie agit comme un mécanisme de contrôle de la qualité qui, en situation de stress cellulaire,
restaure l'homéostasie ou induit la sénescence, empêchant ainsi la tumorigenèse. (2) L'instabilité
génomique, l'inflammation chronique, l’accumulation de p62, ou l’inflammation associée à l’initiation et la
progression d’une tumeur sous des conditions défectueuses en autophagie soutiennent un rôle
suppresseur de tumeur de l’autophagie. (B) L'autophagie en tant que mécanisme de progression tumorale.
(1) «Autophagy addiction», surtout observée dans les régions hypoxiques des tumeurs solides. Une
diminution de l’anoïkis aide à maintenir la viabilité des cellules tumorales en favorisant les métastases. (2)
L'augmentation du taux de la mort des cellules tumorales, en particulier dans les régions hypoxiques, et la
réduction de la croissance tumorale et les métastases observées sous des conditions de déficit en
autophagie indiquent que l'autophagie est un mécanisme de progression tumorale (D’après Maes H et al.,
Cell, 2013).
Introduction bibliographique Chap II. Autophagie
Page ~51~
II.4.3 Rôle de l’autophagie dans la mort cellulaire
En plus de la fonction cytoprotectrice de l'autophagie, l'autophagie accompagnée de la mort
cellulaire non apoptotique a été décrite (Kanzawa et al., 2005; Shao et al., 2004). L'induction de la
mort cellulaire autophagique à l’aide des médicaments anticancéreux peut se produire en fonction du
type cellulaire et du patrimoine génétique. Par exemple, dans des cellules tumorales rénales VHL
déficientes, une nouvelle petite molécule (STF-62247) est capable de promouvoir la mort cellulaire
via l'induction de l'autophagie (Turcotte et al., 2008). Toutefois, les preuves in-vivo sont limitées.
La réussite de l’induction de la mort autophagique dans les cellules tumorales pour une thérapie
anticancéreuse reste à élucider.
II.4.4 Rôle de l’autophagie dans la sénescence
La sénescence cellulaire représente un état de l’arrêt du cycle cellulaire maintenu par l'expression
des inhibiteurs du cycle cellulaire (p16/INK4a, p21Cip1 et p27/Kip1) (Ewald et al., 2010). Le
phénotype de sénescence peut être induit par des oncogènes, des drogues endommageant l'ADN ou
du stress oxydatif. Leur capacité à induire la sénescence est renforcée par les suppresseurs de
tumeurs: p53 et la protéine Rb (Ewald et al., 2010). L'autophagie et la sénescence représentent deux
différentes réponses cellulaires au stress. Récemment, une étude a établi que l'autophagie peut servir
de médiateur à la sénescence via l’oncogène Ras (Young et al., 2009). De même, plusieurs études ont
proposé la sénescence comme mécanisme de dormance tumorale où l’autophagie est le médiateur (Lu
et al., 2008; Gewirtz, 2009). Inversement, une étude a démontré que l'inhibition de l'autophagie dans
des cellules tumorales peut inhiber la sénescence (Young et al., 2009).
II.4.5 Rôle des microRNAs dans la régulation de l’autophagie
Il est bien admis que les contrôles traductionnels et post-transcriptionnels jouent un rôle important
pendant le stress cellulaire. Cependant, ce n'est que dans les dernières années que des travaux ont été
consacrés à l’étude du rôle des miRNAs dans le processus autophagique. En effet, dernièrement, Zhu
a reporté pour la première fois l'implication des miRNAs dans l'autophagie, en démontrant que le
miR-30a cible Beclin 1 et qu’il mime l'activation de l’autophagie induite par la rapamycine (Zhu et
al., 2009). Des études récentes soutiennent davantage le rôle de l’autophagie où le miR-30a sert de
médiateur pour augmenter l'efficacité de l’Imatinib contre les cellules de la leucémie myéloïde
chronique (Yu et al., 2012). Le miR-30a sensibilise également les cellules tumorales à la cisplatine
toujours en régulantl’expression de Beclin 1 (Zou et al., 2012).
Récemment, plusieurs miRNAs ont été présentés comme des médiateurs du processus
autophagique. Jegga a démontré, en se basant sur des analyses bioinformatiques, que les miR-130,
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miR-98, miR-124, miR-204 et miR-142 ont des fonctions régulatrices dans le processus
autophagique (Jegga et al., 2011). Plus tard, le miR-130a a été prouvé capable de bloquer le flux
autophagique dans les cellules de leucémie lymphoïde chronique, et cela en diminuant le niveau
d’expression de ses cibles, à savoir ATG2B et DICER1. Ces derniers sont essentiels à la formation
des autophagosomes (Kovaleva et al., 2012). Le miR-101 a été dernièrement décrit comme un
puissant inhibiteur de l'autophagie. Ce miRNA supprime l'autophagie induite par la rapamycine dans
les cellules tumorales mammaires. En effet, un certain nombre de cibles clés telles que STMN1,
RAB5A et ATG4D ont été identifiées comme cibles directes du miR-101 (Frankel et al., 2011). Le
miR-375 a été également identifié comme inhibiteur de l'autophagie via le ciblage de la protéine
ATG7 dans des cellules de carcinome hépatocellulaire (Chang et al., 2012). En outre, le miR-376B
est capable de cibler les protéines ATG4C et Beclin-1, ce qui induit l’inhibition de l’autophagie
induite par la privation en nutriments et par la rapamycine dans des cellules tumorales mammaires
(Korkmaz et al., 2012). D'autre part, l'expression du miR-7 dans des lignées cellulaires du cancer du
poumon et de l'œsophage induit l'autophagie via l’inhibition de l’expression de l’EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) (Tazawa et al., 2012). Une étude récente a démontré que le miR-502 inhibe
directement l’autophagie en diminuant l'expression de RAB1B dans des lignées cellulaires du cancer
du côlon (Zhai et al., 2013). RAB1B est une petite GTPase de la famille de Ras qui peut moduler
l'activité autophagique dans les cellules HeLa via la régulation de la formation des autophagosomes
(Zoppino et al., 2010).
Outre la contribution à la prolifération ou à la mort cellulaires, l'autophagie induite par les drogues
anticancéreuses joue également un rôle important dans la chimiorésistance en particulier à la
Cisplatine (Claerhout et al., 2010). En effet, le traitement à la Cisplatine active l'autophagie dans
différentes cellules cancéreuses et diminue le niveau d’expression de plusieurs miRNAs. Ces derniers
ciblent plusieurs régulateurs clés de l'autophagie tels que le miR-199a-5p contre ATG7, le 33 miR-
181 et le miR-374a contre ATG5, le miR-630 contre ATG12 et le miR-519a contre Beclin 1 (Huang
et al., 2012).
Ces résultats soutiennent une nouvelle stratégie de traitement visant à surmonter la
chimiorésistance en modulant la régulation de l’autophagie par les miRNAs.
Les différents miRNAs qui régulent les gènes impliqués dans l’autophagie sont illustrés dans la
Figure 20.
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Figure 20: Les miRNAs impliqués dans la régulation du processus autophagique
II.4.6 Rôle de l’autophagie dans l’acquisition des propriétés de cellules souches cancéreuses
Dans des cellules tumorales du cancer du sein, le phénotype CD44+/CD24- est communément
attribué à des sous-populations cellulaires avec des propriétés de cellules souches cancéreuses
(Macintosh et al., 2012; Galavotti et al., 2013). L’équipe de Menendez a nouvellement établi que
(1) L'induction de l’autophagie est régulée par le complexe ULK, composé de ULK1/2, FIP200, ATG101 et
ATG13; ces complexes sont à leur tour régulés par les voies de signalisation mTORC1 et AMPK. Le miR-885-
3p régule directement l’ULK2. (2) La nucléation de la vésicule autophagique implique le complexe Becline 1
régulé par les miRNAs: miR-30a, miR-376b et miR-519a. D’autres régulateurs de cette étape du processus
autophagique sont: miR-101 (RAB5A), miR-630 et miR-374a (UVRAG). (3) l’élongation de la vésicule
autophagique est contrôlée par miR-30a, miR-181a et miR-374a (ATG5), miR-630 (ATG12), miR-376b
(ATG4), miR-204 (LC3), miR-375 (ATG7), miR-519a (ATG10 et ATG16), miR-885-3p (ATG16) et miR-101
(ATG4 et RAB5A). (4) La formation du phagophore implique les miRNAs suivant: miR-34a (ATG9) et miR-
130a (ATG2). (5) La fusion entre les autophagosomes et les lysosomes résulte de la rupture de la vésicule
autophagique et la dégradation du matériel séquestré par les hydrolases lysosomiques. Au jour d’aujourd’hui,
aucun miRNA n’a été identifié comme étant régulateur de cette étape du processus autophagique. D’autres
miRNAs régulateurs de l’autophagie ont été identifiés: miR-101, miR-196, miR-7, miR-34a et la famille des
miR-17/20/93/106. Néanmoins, leurs mécanismes de régulation de l’autophagie sont méconnus (D’après
Frankel L et Lund A, Carcinogenesis, 2012).
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l’autophagie régule positivement le phénotype CD44+/CD24- des cellules tumorales du cancer du
sein. De plus, l’équipe de Jue Zhang a récemment montré que l'autophagie pourrait être importante
non seulement pour la survie, mais également pour le maintien d’un phénotype invasif, migratoire,
résistant au traitement des cellules CD44+/CD24- (Galavotti et al., 2013; Li et al., 2008). De plus, le
blocage du flux autophagique diminue drastiquement le nombre de cellules tumorales du cancer du
sein possédant un phanotype CD44+/CD24-. De plus, les gènes associés à l'autophagie DRAM1 et
SQSTM1 régulent la motilité et l'invasion des cellules souches du glioblastome (Caja et al., 2011).
Une autre étude a montré que Becline 1 joue un rôle dans la tumorigénicité des cellules tumorales du
cancer du sein portant des propriétés de cellules souches cancéreuses (Gong et al., 2013). Le fait
qu'un certain nombre de régulateurs de l’autophagie est fortement exprimé dans les cellules
tumorales portant une signature mésenchymateuses, qui définit intrinsèquement l’agressivité et
l'invasion a suggéré que l’autophagie agit avec le processus de l'EMT afin de réduire la prolifération
en faveur d'une meilleure motilité cellulaire. La question concernant l’existence d’un éventuel lien
entre l’EMT est l’autophagie est traitée pendant la première partie de mes travaux de thèse qui
montrent que l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux suite à la transfection des cellules
épithéliales avec des plasmides contenant des gènes qui codent pour des facteurs de transcription
inducteurs de l’EMT, ou suite à un traitement par le TNF-α, induit l’autophagie. Cette induction de 
l’autophagie s’accompagne de l’acquisition de propriétés de cellules souches cancéreuses à savoir:
CD44+/CD24-, une activité ALDH élevée, une Side Population abondante, une surexpression de
quelques marqueurs de cellules souches cancéreuses (SOX2, OCT4 et Nanog), la formation de
sphéroïdes et la génération des tumeurs in-vivo) (Akalay et al., 2013a). L’ensemble de ces études
confirme l’existence d’un lien entre l’autophagie et l’acquisition des propriétés de cellules souches
cancéreuses.
II.4.7 Rôle de l’hypoxie dans la régulation de l’autophagie
Comme les études montrent une corrélation de l'autophagie avec une augmentation de la survie
des cellules tumorales (Bellot et al., 2009; Menrad et al., 2010; Tasdemir et al., 2008) ou une
diminution de cette dernière (Papandreou et al., 2008; Azad et al., 2008), le rôle de l'autophagie dans
les tumeurs hypoxiques est controversé. En effet, des études ont démontré que l'autophagie induite
par l'hypoxie peut promouvoir la survie tumorale par plusieurs mécanismes y compris la suppression
des mitochondries endommagées qui produisent ROS (Cytotoxic Reactive Oxygen Species) (Menrad
et al., 2010). De plus, l'autophagie est censée subvenir aux besoins énergétiques de la cellule pendant
l’hypoxie, en libérant des métabolites qui peuvent être oxydés pour produire l'ATP. La manière via
laquelle les cellules s'adaptent à leurs besoins énergétiques est à travers l’AMPK. Etant donné que le
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rapport intracellulaire de l'AMP par rapport à l'ATP augmente, l'activité AMPK favorise l'induction
de l’autophagie et sert comme un moyen à prévenir les manques énergétiques et la mort cellulaire. En
revanche, l'autophagie induite par l'hypoxie peut également diminuer la croissance et la survie
tumorales (Papandreou et al., 2008; Azad et al., 2008).
Aussi, pour bien concevoir les thérapies anti-cancéreuses, est-il crucial de savoir quand et
comment l'autophagie orchestre la survie des cellules tumorales en prenant en considération la
complexité du milieu hypoxique dans le micro-environnement tumoral.
II.4.8 L’autophagie et la réponse immunitaire anti-tumorale
L’autophagie représente un lien essentiel entre une chimiothérapie efficace et les réponses
immunitaires anti-tumorales observées dans des modèles précliniques (Amaravadi et al., 2011). En
effet, l'autophagie est importante pour le bon fonctionnement de plusieurs types de cellules
immunitaires, y compris les lymphocytes T et les macrophages (Pua and He, 2007). Ainsi, il est
possible que les effets suppresseurs que l'inhibition de l'autophagie ait sur le système immunitaire
puissent atténuer la réponse de la tumeur aux thérapies anti-autophagiques. À titre d’exemple,
l’induction de l'autophagie en réponse à certaines thérapies peut favoriser la libération extracellulaire
de la protéine HMGB1 (High-Mobility Group Box 1) (Thorburn et al., 2009). Cette protéine peut se
lier et activer les TLRs (Toll-like Receptors) sur les cellules dendritiques, ce qui accroitrait la réponse
anti-tumorale via les lymphocytes T cytotoxiques (Apetoh et al., 2007) (Figure 21).
En effet, une étude a établi que l'inhibition de l'autophagie in-vitro dans des cellules de
glioblastome s’accompagne d’une diminution de la libération extracellulaire de la protéine HMGB1
(Thorburn et al., 2009). Thorburna a conclu donc que l’inhibition de l’autophagie peut diminuer
l’efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale.
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Néanmoins, d’autres études, éventuellement au sein de notre laboratoire, ont prouvé que
l’inhibition de l’autophagie restaure la susceptibilité des cellules tumorales hypoxiques à la lyse
induite par les lymphocytes T cytotoxiques via la régulation de l’expression de pSTAT3 (Noman et
al., 2011). De plus, la première partie de mon travail de thèse démontre que l’EMT est capable
d’induire une diminution de la susceptibilité des cellules tumorales du cancer du sein à la lyse induite
par les lymphocytes T cytotoxiques via l’induction de l’autophagie (Akalay et al., 2013a; Akalay et
al., 2013b) (Figure 12-Chapitre I). Les résultats détaillés de cette étude sont présentés dans la partie
résultats.
Ces études dévoilent aussi que l’autophagie peut avoir un rôle dans la résistance des cellules
tumorales à la réponse immunitaire anti-tumorale spécifique.
II.4.9 L’autophagie dans les essais cliniques:
Etant donné que les régulateurs de l’autophagie sont composés de kinases (Atg1/Unc-51-like
kinase 1/2/3, Vps34), de protéase (Atg4) et de deux systèmes de conjugaison ubiquitine-like
L'induction de l'autophagie dans les cellules tumorales via la chimiothérapie conduit à une
réponse immunitaire dans les tumeurs transplantées. L’autophagie peut être induite via la
chimiothérapie, la radiothérapie ou d’autres mécanismes de stress cellulaire y compris l’hypoxie.
La libération de l'ATP dans le milieu extracellulaire durant le processus autophagique permet le
recrutement des cellules dendritiques et des lymphocytes T-CD4+ et T-CD8+, ce qui induit une
réponse immunitaire anti-tumorale. HMGB1: High-Mobility Group Box 1 (D’après Weiner L et
Lotze M, N Engl J Med, 2012).
Figure 21: L’autophagie et la réponse immunitaire
Introduction bibliographique Chap II. Autophagie
Page ~57~
(Mizushima, 2007), le développement d'inhibiteurs spécifiques de l'autophagie pour le traitement du
cancer devrait être possible. Il existe également les voies de signalisation à la fois mTOR-
dépendantes et –indépendantes qui régulent l'activation de l'autophagie et qui peuvent être ciblées.
Actuellement, l'hydroxychloroquine (HCQ) qui bloque l'acidification des lysosomes et la dégradation
des autophagosomes est disponible en tant qu’inhibiteur de l’autophagie et est en cours d’utilisation
dans les essais cliniques pour le traitement des tumeurs solides et des tumeurs d’origine (Tableau 3)
(NIH/NCI clinicaltrials.gov). La plupart de ces essais cliniques sont composés d’une combinaison de
la HCQ et de la chimiothérapie. Ces essais partent de l’hypothèse selon laquelle l’autophagie peut
être responsable de la résistance aux thérapies anti-cancéreuses et que la HCQ peut augmenter la
cytotoxicité des traitements en inhibant l’autophagie.
Bien que la HCQ ne soit pas un inhibiteur exclusif de l'autophagie, il est relativement non
cytotoxique et il bloque le flux autophagique via l’inhibition de l'étape finale de la dégradation des
lysosomes. Il reste à prouver si la HCQ peut bloquer l'autophagie dans les tumeurs humaines in-vivo,
et comment le fond génétique des tumeurs influence la réponse aux traitements. À cette fin,
l'identification de biomarqueurs et des signatures qui reflètent l'état fonctionnel de l'autophagie et qui
permettent la modulation thérapeutique de l’autophagie dans les tumeurs humaines reste à
développer.
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Tableau 3: L’utilisation de l’Hydroxychloroquine dans des essais cliniques et la modulation
de l’autophagie (NIH/NCI clinicaltrials.gov).
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III. Développement de la réponse immunitaire anti-tumorale spécifique
III.1 Différenciation des effecteurs T cytotoxiques anti-tumoraux
Le développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale résulte d’une parfaite orchestration
des différentes interactions cellulaires impliquant les cellules tumorales, les CPA et les effecteurs
cytotoxiques, en particulier les lymphocytes T CD8+. Lors de l’émergence de tumeurs dans les tissus
périphériques, les différentes composantes des systèmes immunitaires inné et adaptatif agissent alors
en coopération afin d’éliminer, tout du moins potentiellement, les cellules cancéreuses (Figure 22).
Ce n’est qu’en 1999 que Charles Janeway propose une théorie intégrative suggérant une liaison
étroite entre ces deux types de réponses (Medzhitov and Janeway, 1999). Il est désormais admis que
les CPA constituent l’interface entre la réponse innée et la réponse adaptative et permettent la
différenciation des lymphocytes T CD8+ en effecteurs cytotoxiques, les principaux acteurs de la
réponse immunitaire anti-tumorale spécifique.
Figure 22: l’immuno-surveillance anti-tumorale
Au cours du développement d’une tumeur, certaines cellules cancéreuses sont lysées de manière non spécifique
par les effecteurs de l’immunité innée (macrophages, cellules NK et cellules NKT). Des antigènes associés aux
tumeurs sont alors relargués dans le microenvironnement tumoral et sont captés par les DC immatures. La
maturation de ces CPA professionnelles en cellules capables de présenter efficacement les peptides
antigéniques est induite suite à la reconnaissance, via les PRR, de signaux de danger produits par les cellules
tumorales, notamment par les cellules nécrotiques. Les DC acquièrent également la capacité à migrer au niveau
des ganglions lymphatiques où elles activent les cellules de l’immunité adaptative, à savoir les lymphocytes T
CD4+ et T CD8+. Les lymphocytes T CD4+ ont un rôle auxiliaire dans l’initiation et le maintien de la réponse T
anti-tumorale. Suite à leur différenciation en CTL dans les ganglions lymphatiques, les lymphocytes T CD8+
migrent au niveau du site tumoral et lysent les cellules cancéreuses dont ils sont spécifiques.
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III.1.1 Différenciation des lymphocytes T CD8+ en effecteurs cytotoxiques
Les lymphocytes T CD8+ sont les acteurs majeurs des réponses immunitaires anti-tumorales
spécifiques. Suite à leur activation au niveau des ganglions lymphatiques, ils prolifèrent et se
différencient en cellules effectrices ou en cellules mémoire. Cette différenciation repose sur
d’importantes modifications de leur profil d’expression génique conduisant à la modification de leur
capacité migratoire et l’acquisition de différentes fonctions. D’un point de vue phénotypique,
différentes sous-populations ont été caractérisées sur la base de l’expression de diverses molécules de
surface telles que CD45RA, CD45RO, CCR7, CD27 et CD28, ou d’agents cytotoxiques comme
l’IFN-γ, le TNF (Tumor Necrosis Factor)-α, Fas ligand (FasL), les granzymes et la perforine 
(Romero et al., 2007; Sallusto et al., 1999; Takata and Takiguchi, 2006) (Figure 23). La
différenciation des lymphocytes T naïfs (CD45RA+/CCR7+/CD27+/CD28+) en cellules effectrices
(CD45RA+/CCR7-/CD27-/CD28-) est définie par l’expression des molécules cytotoxiques nécessaires
à leur activité lytique au niveau du site tumoral, mais également par la modification de leur profil
migratoire. En effet, les lymphocytes T effecteurs perdent leur potentiel de domiciliation (homing) au
niveau des ganglions lymphatiques, ce qui est caractérisé par la diminution de l’expression du
récepteur aux chimiokines CCR7 et de la molécule d’adhésion CD62L. A l’inverse, ils acquièrent la
capacité à migrer dans les tissus, plus particulièrement au niveau des sites inflammatoires, suite à
l’induction de l’expression de molécules d’adhésion telles que CD44 ou les intégrines β1 et β2 et de
récepteurs aux chimiokines inflammatoires comme CCR5 et CCR2 (Kaech et al., 2002). Par ailleurs,
le tropisme des lymphocytes T effecteurs pour un tissu extra- lymphoïde particulier est clairement
dépendant du site de capture de l’Ag par les DC (Agace, 2006; Calzascia et al., 2005). En effet,
l’environnement tissulaire d’où proviennent les DC leur permet d’acquérir l’habilité à générer des
lymphocytes T ayant la capacité à migrer sélectivement vers un tissu particulier via l’induction de
l’expression de différents récepteurs d’adhérence et chimioattractants.
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Au cours de la réponse primaire à l’Ag, une population de lymphocytes T CD8+ mémoire est
également générée (Ahmed and Gray, 1996; Woodland and Kohlmeier, 2009). La phase initiale
d’expansion clonale des lymphocytes T est suivie par une phase de contraction caractérisée par
l’apoptose massive des cellules effectrices (Lau et al., 1994; Murali-Krishna et al., 1998). A l’issue
de cette phase de délétion, une population mémoire spécifique émerge et se maintient à long terme
indépendamment de l’Ag. Cette population est caractérisée par sa capacité à répondre plus
rapidement lors d’une seconde exposition antigénique (Veiga-Fernandes et al., 2000). Les cellules T
mémoires peuvent être subdivisées en deux populations majeures en fonction de leur profil
d’expression des récepteurs de homing vers les ganglions lymphatiques : les cellules T centrales
mémoires CD45RA-/CCR7+/CD62Lhigh (TCM, central memory), localisées préférentiellement au
niveau des tissus lymphoïdes secondaires, et les cellules T effectrices mémoires CD45RA-/CCR7-
/CD62Llow (TEM, effector memory) présentes dans les tissus périphériques. Par ailleurs, ces deux
populations semblent avoir des fonctions effectrices distinctes (Lanzavecchia and Sallusto, 2005). En
effet, les cellules TEM exercent des fonctions effectrices immédiates au niveau des sites
inflammatoires et peuvent rapidement produire des cytokines telles que l’IFN-γ après activation. A 
l’inverse, les cellules TCM présentent peu ou pas de fonctions effectrices mais acquièrent une capacité
proliférative importante et peuvent se différencier en effecteurs après stimulation antigénique. Les
cellules TEM exercent un pouvoir lytique plus important que les cellules TCM ex vivo probablement
parce qu’elles expriment plus de perforine à l’état basal et également après activation (Champagne et
Les différents stades de maturation et d’activation des cellules T CD8+ se distinguent par
l’expression de molécules de surface telles que CD45RA, CD28, CD27, CCR7 ou CCR5,
et de protéines intracellulaires comme la perforine et les granzymes A et B (GrA et GrB).
TEM, cellules T effectrices mémoires ; TCM, cellules T centrales mémoires ; GrA et GrB,
granzyme A et granzyme B (d’après Takata and Takiguchi, 2006).
Figure 23: Différenciation des lymphocytes T CD8+




III.2 Recherche de la cible tumorale
La migration des lymphocytes T cytotoxiques (CTL, Cytotoxic T Lymphocyte) au niveau du site
tumoral est un évènement clé dans le processus de la réponse spécifique à l’encontre de la tumeur. En
réponse au développement tumoral, l’inflammation conduit à l’infiltration du tissu par des cellules
effectrices, notamment les lymphocytes T CD8+ spécifiques de la tumeur nouvellement générés. Les
chimiokines produites par les cellules tumorales, ainsi que par les autres cellules présentes dans le
microenvironnement, telles que CXCL12 (via CXCR4) et CCL2 (via CCR4) sont essentielles pour
attirer les cellules T effectrices au sein du tissu tumoral (Brown et al., 2007; Homey et al., 2002;
Silzle et al., 2003). De la même manière, les lymphocytes T infiltrant la tumeur (TIL, Tumor
Infiltrating Lymphocyte) peuvent à leur tour recruter et activer les monocytes en relargant des
chimiokines telles que CCL3, CCL4 et CCL5 (RANTES) (Winter et al., 2007). De plus, il a été
proposé que la surexpression de S1P au niveau du site de l’inflammation participe à la rétention des
lymphocytes T dans les tissus périphériques (Ledgerwood et al., 2008).
Les CTL infiltrent les tumeurs solides en se déplaçant à l’interface entre la matrice extracellulaire
et la tumeur, mais également au niveau des jonctions entre cellules tumorales. Par ailleurs, dans des
modèles de tumeurs expérimentales, il apparaît que les CTL atteignent leur cible tumorale après une
phase de mouvements à travers le stroma adjacent plutôt qu’en empruntant les vaisseaux intra-
tumoraux, et adoptent une morphologie allongée (Boissonnas et al., 2007). Il a été montré que les
interactions LFA-1/ICAM-1 sont impliquées dans ces déplacements in vitro (Jaaskelainen et al.,
1992). Cependant les mécanismes in vivo ne sont pas encore bien identifiés. Par ailleurs, les TIL en
mouvement semblent être en contact avec le réseau constitué des fibres de la matrice extracellulaire
(MEC), ce qui suggère que la MEC guide leur migration au sein de la tumeur potentiellement via
l’engagement des intégrines.
Des études par microscopie biphotonique intravitale ont démontré qu’au cours de la recherche de
cibles potentielles, les lymphocytes adoptent des déplacements aléatoires similaires à ceux des
lymphocytes T présents dans la zone corticale des ganglions lymphatiques. En présence du peptide
antigénique, ce scanning rapide est suivi de l’arrêt de la migration et d’une interaction prolongée
entre les CTL spécifiques de tumeur et leur cible (supérieure à 30 minutes). A l’inverse, certains
lymphocytes n’établissent que des contacts séquentiels et transitoires (Mrass et al., 2006). Les raisons
de cette différence de comportement ne sont pas encore connues, cependant il semblerait que la mort
de la cellule cible par le relargage des granules cytotoxiques nécessite la mise en place d’interactions
Introduction bibliographique Chap III. Développement de la réponse immunitaire
anti-tumorale spécifique
Page ~64~
prolongées (Breart et al., 2008). Par ailleurs, il a été décrit que les CTL retenus dans les tumeurs sont
initialement localisés à la périphérie de la tumeur avant de s’infiltrer en direction du centre d’une
manière dépendante de l’Ag (Boissonnas et al., 2007). A l’inverse, les CTL non spécifiques de la
tumeur perdent progressivement leur mobilité et sont incapables d’envahir le centre de la tumeur
(Mrass et al., 2006). Ces observations sont en accord avec une étude précédente montrant que les
CTL spécifiques de TAA représentent une fraction substantielle des lymphocytes T CD8+ totaux
présents au site tumoral (Romero et al., 2002). Par ailleurs, les CTL périphériques possèdent une
vitesse de migration rapide jusqu’à leur arrêt induit par la reconnaissance du peptide antigénique
présenté par la cellule cible. Les lymphocytes engagés dans une interaction stable peuvent
éventuellement reprendre leur migration, notamment dans les régions où les cellules tumorales
adjacentes ont été lysées, probablement à la recherche d’autres cibles intactes. Cependant, il reste à
déterminer si l’infiltration en profondeur des tumeurs par les CTL est une conséquence directe de leur
activation suite à la reconnaissance de l’Ag ou si elle résulte de la mise à disposition de nouveaux
substrats de migration suite à la lyse spécifique des cellules tumorales.
Comme évoqué précédemment, l’étude menée par l’équipe de Bousso a révélé que les CTL restent
la plupart du temps attachés aux cellules tumorales apoptotiques pendant plusieurs heures (Breart et
al., 2008). Il a été estimé qu’un intervalle d’environ 6 heures est nécessaire à un CTL avant de
pouvoir lyser une deuxième cellule cible, suggérant que le microenvironnement a un impact sur la
fonction des TIL. Ceci implique que la balance entre la progression tumorale et l’attaque par les
cellules effectrices puisse être en faveur de la tumeur, conduisant ainsi à l’échappement de la tumeur
à l’immuno-surveillance. Cependant, il a été montré que les TIL peuvent éliminer indirectement les
variants tumoraux ayant perdu l’expression des Ag dont ils sont spécifiques. En effet, les cellules
stromales pouvant cross- présenter les peptides antigéniques issus des cellules tumorales exprimant
l’Ag sont lysées par les CTLs spécifiques, ce qui permet de prévenir l’échappement tumoral au
système immunitaire (Spiotto et al., 2004).
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IV. Les effecteurs T cytotoxiques de la réponse immunitaire anti-tumorale
IV.1 La synapse immunologique et son rôle dans l’activation lymphocytaire T
IV.1.1 La synapse immunologique « mature »
Lors de l’interaction entre un lymphocyte T et sa cible, le TCR transduit une cascade de signaux
activateurs aboutissant à une succession de remaniements intracellulaires et membranaires et à la
formation d’une structure concentrique hautement organisée, définie par le terme de « synapse
immunologique » (SI) en référence à la synapse neurologique (Dustin, 2002; Grakoui et al., 1999).
Cette jonction stéréotypique a tout d’abord été identifiée au niveau des lymphocytes T CD4+ qui
reconnaissent des complexes pCMH-II à la surface de CPA. Monks et collaborateurs ont observé
que, suite au contact avec la CPA, les récepteurs impliqués dans la reconnaissance et l’adhérence, tels
que le TCR et LFA-1 respectivement, sont spatialement ségrégés dans des aires distinctes, appelées
complexes d’activation supramoléculaires (SMAC, supramolecular activation cluster), au niveau du
site d’interaction (Figure 24). Le SMAC, caractérisé par une organisation concentrique, est composé
d’une aire centrale (cSMAC), d’une région périphérique (pSMAC) ainsi que d’une région distale
(dSMAC). Des études spatio-temporelles ont ensuite permis de mettre en évidence les différentes
étapes de la maturation de la SI. Initialement, les molécules d’adhérence se concentrent au centre du
site de contact alors que le TCR est présent à la périphérie. Puis, en quelques minutes, les molécules
se réorganisent en inversant leur localisation pour former la SI mature (Grakoui et al., 1999).
La région centrale de la SI mature correspond à une zone d’apposition serrée entre les deux
membranes, compte-tenu de la taille des molécules engagées, et regroupe les complexes
TCR/pCMH-I, les molécules impliquées dans les cascades de signalisation telles que LAT (Linker of
Activation of T cell), les protéines tyrosine kinases (PTK) FYN et LCK (Lymphocyte-specific
protein tyrosine Kinase), ZAP-70 (Z-chain (TCR)-Associated Protein kinase 70kDa), la PKC-θ 
(Protein Kinase C-θ) et la phospholipase C -γ (PLC-γ), ainsi que des molécules de costimulation 
comme CD28, CD2/LFA-2 et leurs ligands respectifs CD80 ou CD86, et CD58/CD48 (Huppa and
Davis, 2003). La région périphérique regroupe les molécules d’adhérence telles que l’intégrine LFA-
1 et son ligand ICAM-1, ainsi que la Taline et l’Ezrine, des protéines adaptatrices du cytosquelette
(Das et al., 2002; Monks et al., 1998). D’autres molécules putativement inhibitrices, telles que la
phosphatase CD45 et CD43, sont exclues de la zone de contact et sont regroupées dans le dSMAC
(Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Freiberg et al., 2002).
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Il a été initialement proposé qu’une telle organisation moléculaire pourrait être mécanistiquement
liée à une sensibilité accrue des lymphocytes T à la stimulation antigénique et donc essentielle à
l’induction de l’activation lymphocytaire. Cependant, cette notion est aujourd’hui remise en question.
En effet, il a été montré que les voies de signalisation suite à l’engagement du TCR, résultant en
l’activation locale des protéines tyrosine kinases LCK et ZAP-70, peuvent être initiées en périphérie
de la SI et précède la formation d’une SI mature caractérisée par la relocalisation des TCR dans le
cSMAC (Trautmann and Randriamampita, 2003). De plus, la formation d’une SI fonctionnelle en
l’absence de peptide antigénique a pu être observée entre un lymphocyte T et une DC, montrant que
la reconnaissance de l’Ag n’est pas un évènement préalable à cette formation (Revy et al., 2001). La
SI mature n’est donc pas impliquée dans les voies de signalisation précoces du TCR, mais elle est
probablement nécessaire au maintien de signaux soutenus, permettant l’activation complète des
lymphocytes T.
Figure 24: Vue générale de la synapse immunologique mature
A gauche, la coupe transversale de l’interaction entre un lymphocyte T et une CPA illustre
les différents couples ligand/récepteur et molécules impliquées dans la signalisation. A
droite, la vue schématique de la SI mature permet de distinguer le domaine central cSMAC,
le domaine périphérique pSMAC et le domaine distal dSMAC. Le cSMAC regroupe les
molécules de signalisation (TCR-CD3/pCMH) et de costimulation (CD28/CD80- CD86), et
présente la particularité d’être subdivisé en deux régions distinctes au niveau d’un CTL : le
domaine de signalisation et le domaine sécrétoire. Les molécules d’adhérence (LFA-
1/ICAM-1) se concentrent dans le pSMAC, alors que les protéines de haut poids
moléculaire (CD43, CD44, CD45) sont localisées dans le dSMAC (d’après Huppa and
Davis, 2003).
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Selon un modèle alternatif, la ségrégation moléculaire de la SI mature conduirait à la formation de
deux aires fonctionnellement distinctes. Les microclusters de TCR, qui représentent les sous-unités
minimales de transduction du signal, sont formés en périphérie (dans le pSMAC) et migrent au
niveau du cSMAC où ils seraient internalisés et dégradés, ce qui contribuerait à la répression du
signal TCR (Varma et al., 2006). Cemerski et collaborateurs ont récemment montré que la
signalisation du TCR est observée dans le pSMAC, mais également dans le cSMAC, en fonction du
temps et de la force de la stimulation antigénique (Cemerski et al., 2008). Il apparaît donc
aujourd’hui que le cSMAC, initialement décrit comme une aire privilégiée pour la signalisation du
TCR, pourrait servir de plateforme permettant de moduler l’activation lymphocytaire. De plus, il a
été montré que des intégrines jouent un rôle essentiel en inhibant la centralisation des microclusters,
ce qui met en évidence leur importance dans le processus d’activation lymphocytaire (Nguyen et al.,
2008).
IV.2 Induction de l’activité lytique des effecteurs cytotoxiques
Les effecteurs cytotoxiques, en particulier les CTL et les cellules NK (natural killer), sont les
acteurs majeurs de la réponse immunitaire grâce à leur capacité à reconnaître et à éliminer les cellules
infectées par un pathogène et les cellules tumorales, en initiant l’apoptose. Différentes stratégies sont
utilisées par ces effecteurs pour lyser leurs cibles. Le premier mécanisme de cytotoxicité correspond
à l’engagement des récepteurs proapoptotiques à domaines de mort de la famille des récepteurs au
TNF, Fas, TNF-RI, ainsi que TRAIL (TNF-related apoptosis- inducing ligand)-R1/DR4 et TRAIL-
R2/DR5, dont les ligands sont respectivement FasL, TNF et TRAIL (TNFSF10) (Strasser et al.,
2009). Ces protéines membranaires de type I comportent dans leur partie cytoplasmique un domaine
de mort (DD) qui leur confère la capacité à recruter et activer la caspase-8 après engagement et
agrégation des récepteurs, par l’intermédiaire de protéines adaptatrices telles que FADD (Fas-
Associated via Death Domain) et TRADD (TNF-receptor 1-associated via death domain).
La deuxième voie de cytotoxicité mise en jeu fait intervenir le système perforine/granzymes et
correspond à la voie majoritairement utilisée par les lymphocytes T CD8+ in vivo (Graubert et al.,
1996; Shresta et al., 1998). Seule cette dernière voie indépendante des récepteurs sera traitée dans la
suite du manuscrit.
IV.2.1 La synapse sécrétoire ou « Baiser de la mort »
Il apparaît maintenant clairement établi que certains facteurs solubles, comme des cytokines ou
encore des molécules cytolytiques, peuvent être sécrétées de façon directionnelle dans la SI formée
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Figure 25: Polarisation des granules cytotoxiques à la SI cytotoxique : un
processus multi-étapes
Les images d’immunofluorescence (haut) et les schémas (bas) indiquent la polarisation du MTOC (en rouge) et la
relocalisation des granules lytiques (en vert) dans un CTL suite à son interaction avec sa cible. En absence de
cellule cible, le MTOC a une position périnucléaire dans les CTL et les granules cytotoxiques sont dispersés sur le
réseau de microtubules (A). Suite à la rencontre avec la cible (B-D), le MTOC est relocalisé au niveau du site de
contact, puis les granules lytiques sont transportés le long des microtubules vers leur extrémité moins. Suite à leur
polarisation dans la SI, le contenu des granules est relargué dans la fente synaptique (d’après Stinchcombe and
Griffiths, 2007).
entre un lymphocyte T et une CPA. Cette sécrétion synaptique, analogue à celle observée au niveau
des synapses neuronales, permet un adressage très sélectif aux cellules cibles des molécules
sécrétées. Poo et collaborateurs ont été les premiers à mettre en évidence ce phénomène. En effet, ces
auteurs ont montré que les lymphocytes T déposés sur une membrane de Transwell sécrètent des
cytokines préférentiellement du côté de la membrane présentant les anticorps (Ac) activateurs (Poo et
al., 1988). De nombreuses études en imagerie corroborent aujourd’hui cette observation.
En comparaison avec l’interaction entre un lymphocyte T et une CPA qui peut durer plusieurs
heures avant de se rompre, juste avant la division cellulaire, l’interaction de la cellule tueuse avec sa
cible est relativement rapide et transitoire. Le processus de lyse dans son ensemble, appelé « baiser
de la mort », implique la formation d’une synapse sécrétoire cytotoxique entre la cellule effectrice et
sa cible d’une manière concomitante à la polarisation du MTOC au niveau de la zone de contact
(Figure 25). Presque immédiatement, les granules lytiques sont acheminés jusqu’au MTOC via les
microtubules grâce à un transport rétrograde (Stinchcombe and Griffiths, 2007). Ce phénomène est
spécifique du lymphocyte T puisque le MTOC de la CPA ne présente pas une telle relocalisation au
site de contact entre les deux cellules (Kupfer et al., 1987).
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Par ailleurs, seule une partie des granules est relarguée, ce qui permet au CTL de réaliser des
cycles répétés de reconnaissance antigénique, polarisation et cytolyse (Lyubchenko et al., 2001). De
plus, lorsque le CTL est en contact avec deux cellules cibles, le MTOC de la cellule effectrice oscille
entre les deux cibles, permettant ainsi la lyse des deux cellules (Kuhn and Poenie, 2002).
IV.2.1.1 Constitution des granules cytotoxiques
Au cours de la maturation des lymphocytes T CD8+ en CTL, les facteurs cytotoxiques sont
compartimentés dans des lysosomes sécrétoires acidifiés, communément connus sous le nom de
granules lytiques. En plus des molécules communes à tous les lysosomes, telles que LAMP-1
(Lysosome associated membrane protein-1, CD107a), LAMP-2 (CD107) ou encore LAMP-3
(CD63), les granules cytotoxiques regroupent de nombreuses protéines qui leurs sont spécifiques au
sein d’une matrice de protéoglycanes et dont les plus représentées correspondent à la perforine et aux
sérine-protéases, encore appelées « granule-enzymes » ou granzymes (Blott and Griffiths, 2002).
La perforine induit la formation de canaux par multimérisation dans les membranes de manière
dépendante du Ca2+ par un mécanisme analogue à celui de l’action de la molécule C9 du complément
(Tschopp et al., 1986) et permet ainsi l’internalisation passive dans la cible d’autres constituants des
granules (Young et al., 1986). De part cette fonction perforante, l’activité de la perforine est donc
étroitement régulée par d’autres protéines présentes dans les granules cytotoxiques afin de protéger
les CTL de son effet létal potentiel. D’une part, la calréticuline, une protéine chaperonne dépendante
du Ca2+, pourrait inhiber la polymérisation de la perforine dans les granules et l’autolyse des CTL par
leurs propres granzymes une fois libérés dans le cytosol (Fraser et al., 2000). D’autre part, la
Cathepsine B, une cystéine protéase liée à la membrane des granules, est localisée au niveau du
feuillet externe de la membrane plasmique suite à l’exocytose des granules cytotoxiques et
permettrait ainsi la protection des CTL en induisant le clivage protéolytique et l’inactivation de la
perforine (Balaji et al., 2002). Enfin, la perforine n’est active qu’à pH neutre, ce qui implique que
celle- ci est conservée dans un état inactif dans l’environnement acide des granules cytotoxiques
(Kuta et al., 1991).
Les granzymes correspondent à une famille de sérine-protéases hautement homologues constituée
de 5 membres chez l’Homme (granzymes A, B, H, M et K) dont les plus abondants correspondent
aux granzymes A et B (Lieberman, 2003; Pipkin and Lieberman, 2007). L’expression des granzymes
est restreinte aux lymphocytes T activés (la plupart des lymphocytes T CD8+ et une faible proportion
de lymphocytes T CD4+), aux thymocytes, aux lymphocytes T γδ et aux cellules NK. 
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Le granzyme B a été le plus extensivement étudié mais des travaux récents se sont intéressés aux
mécanismes d’action du granzyme A et autres granzymes. En fonction de leur spécificité de substrat,
ces différents granzymes peuvent être groupés en 3 sous-familles : les granzymes A et K exercent
une activité « trypsine-like », le granzyme M clive après des résidus aliphatiques tels que la
méthionine, alors que les granzymes B et H présentent une activité « chymotrypsine-like » (Trapani,
2001). A l’instar des caspases, des cystéine-protéases jouant un rôle essentiel dans l’induction de
l’apoptose, le granzyme B clive ses substrats après des résidus acides tels que l’acide aspartique.
Les granzymes sont synthétisés sous forme de proenzymes ; Ils sont activés sous l’action
séquentielle de signal-peptidases puis de la cathepsine C (dipeptidyl peptidase I), présente au niveau
des granules cytotoxiques, qui induit le clivage d’un dipeptide présent dans la région N-terminale de
la proenzyme (Kummer et al., 1996; Pham and Ley, 1999). Cependant, une déficience en cathepsine
C, tant chez la souris que chez l’Homme, n’entraîne qu’une diminution partielle de l’activité des
granzymes et leurs fonctions lytiques, suggérant l’existence de voies alternatives permettant
l’activation des proenzymes (Sutton et al., 2007).
Les granzymes et la perforine sont stockés dans des granules spécialisés grâce à un troisième
constituant, la matrice de protéoglycanes. En effet, Metkar et collaborateurs ont montré que la
perforine et le granzyme B interagissent de manière non covalente grâce à des interactions
électrostatiques avec la serglycine pour former des complexes multimériques in vitro (Metkar et al.,
2002; Raja et al., 2002). Par ailleurs, selon des études in vivo récentes, la serglycine apparaît
essentielle au stockage du granzyme B, mais pas du granzyme A et de la perforine, ainsi qu’à la
maturation des granules cytotoxiques sans jouer un rôle majeur dans l’apoptose induite par les CTL
(Grujic et al., 2005).
Les granules cytotoxiques peuvent contenir d’autres protéines ayant une activité cytotoxique. En
effet, il a été montré que FasL est également présent au niveau de ces lysosomes spécialisés (Bossi
and Griffiths, 1999). Ainsi, lors de la dégranulation polarisée, l’expression de FasL est augmentée à
la surface de la cellule effectrice et peut interagir efficacement avec son récepteur Fas exprimé à la
surface de la cellule cible.
La granulysine est également un des composants des granules cytotoxiques. Il a été montré que ce
peptide antimicrobien est capable d’induire l’apoptose, probablement par une voie distincte de celles
induites par les récepteurs à « domaine de mort » et les granzymes (Kaspar et al., 2001). Par ailleurs,
des études récentes ont montré que la granulysine peut exercer une activité proinflammatoire et
chimioattractante, permettant ainsi l’amplification de la réponse immunitaire au site de
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l’inflammation (Deng et al., 2005).
Enfin, CTLA-4, une glycoprotéine de la superfamille des Ig, correspond à un régulateur négatif de
l’activation cellulaire capable d’interagir avec les molécules de costimulation CD80 et CD86
présentes à la surface des CPA entrant ainsi en compétition avec CD28 (van der Merwe et al., 1997).
Lors de l’activation du lymphocyte T, des vésicules contenant CTLA-4 se relocalisent à la SI de
façon dépendante du TCR et de la force du signal, ce qui correspond à un rétrocontrôle négatif
permettant l’atténuation de la réponse cellulaire T (Egen et al., 2002).
IV.2.1.2 Polarisation du MTOC
Au sein de la cellule effectrice, les granules cytotoxiques sont attachés au cytosquelette de
microtubules. Celui-ci constitue un réseau de fibres défini par une polarité et irradie à partir du
centrosome (centre organisateur de microtubules ou MTOC) au niveau duquel est localisée
l’extrémité négative des microtubules. Il a été montré que la sécrétion directionnelle des différents
facteurs est dépendante de ce cytosquelette de microtubules. En effet, celui-ci joue un rôle clé dans
l’établissement et la maintenance de la polarité cellulaire et constitue le support de la translocation
des organelles et molécules de signalisation dans de nombreux types cellulaires (Hollenbeck, 2001;
Nogales, 2001).
IV.2.1.3 Circulation et exocytose des granules cytotoxiques
Suite à la polarisation du MTOC au site de contact avec la cellule cible, les granules cytotoxiques
sont acheminés jusqu’au MTOC via le réseau de microtubules. La membrane de cette dernière
fusionne alors avec la membrane plasmique du CTL, permettant ainsi le relargage de leur contenu
dans la fente synaptique (Figure 26). Cette sécrétion polarisée permet la lyse spécifique de la cellule
cible en limitant l’exposition des cellules adjacentes au contenu des granules cytotoxiques.
Des études récentes ont identifié certaines protéines essentielles à l’exocytose des granules
cytotoxiques. Une première approche a consisté à étudier les désordres génétiques combinant
immunodéficience à albinisme (Menasche et al., 2005). En effet, les CTL et les mélanocytes
possèdent tous les deux des lysosomes sécrétoires, les granules lytiques et les mélanosomes
respectivement, et présentent théoriquement au moins une partie de leur mécanisme de trafic
cellulaire en commun. Le syndrome de Griscelli, caractérisé par un albinisme et un défaut de
cytotoxicité des CTL et des cellules NK, est causé par une perte fonctionnelle de RAB27A, une
GTPase de la famille RAB impliquée dans le trafic intracellulaire (Menasche et al., 2000). Par
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ailleurs, dans les lymphocytes T issus de souris déficientes pour RAB27A (souris ashen), les granules
lytiques sont relocalisés normalement au niveau de la SI après stimulation du TCR, mais présentent
un défaut d’arrimage à la membrane (Stinchcombe et al., 2001a). De plus, une mutation dans la sous-
unité α de la RAB géranylgéranyl transférase, une enzyme impliquée dans la prénylation et 
l’activation des RAB (souris gunmetal), entraîne une diminution de l’activité cytotoxique des CTL,
mais également un défaut de la redistribution des granules lytiques à la synapse. Ceci suggère que
RAB27A est impliqué dans l’étape finale de sécrétion et que d’autres protéines RAB sont
probablement impliquées dans la polarisation des granules au niveau de la SI.
Le syndrome de Chediak-Higashi, caractérisé par un albinisme partiel et un défaut de l’activité
des CTL et des cellules NK, est causé par la mutation du gène codant pour la protéine LYST (Ward
Figure 26: Polarisation et exocytose des granules cytotoxiques
A, L’exocytose des granules cytotoxiques dans les CTL peut être divisée en 4 étapes majeures : la
polarisation des granules lytiques, leur arrimage à la membrane, l’acquisition de la compétence pour la
fusion et l’exocytose de leur contenu. Pour chaque étape, les protéines impliquées ainsi que les
syndromes associés sont indiqués. B, Représentation schématique du mode d’action des principales
protéines dans les processus d’arrimage, priming et fusion des granules cytotoxiques. L’identité et la
fonctionnalité de certaines protéines composant le complexe SNARE (éléments en gris) sont encore
méconnues (d’après Huse et al., 2008).
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et al., 2000). Les CTL dérivés des patients atteints de ce syndrome présentent des granules
cytotoxiques géants qui ne sont pas sécrétés malgré une polarisation normale, ce qui suggère un rôle
de LYST dans l’arrimage et/ou la fusion avec la membrane plasmique (Baetz et al., 1995). De façon
intéressante, il a été montré que LYST est capable d’interagir avec les protéines SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors), lesquelles sont impliquées dans le
processus de fusion des vésicules avec le compartiment cible (Tchernev et al., 2002).
Le syndrome Hermansky-Pudlak de type 2, combinant également l’immunodéficience et
l’albinisme, est dû à une mutation du gène codant pour la protéine adaptatrice AP-3 (Clark and
Griffiths, 2003). Les CTL déficients pour AP-3 présentent de larges granules cytotoxiques et un
défaut de leur polarisation à la SI. Un défaut similaire de polarisation des granules lytiques a
également été observé au niveau de CTL déficients pour la PKC-δ, laquelle colocalise avec les 
granules cytotoxiques (Ma et al., 2008), et au niveau de cellules NK déficientes pour la protéine
adaptatrice WIP (Krzewski et al., 2008) ou encore pour la myosine IIA (Andzelm et al., 2007). Il est
donc probable que la PKC-δ, WIP, AP-3 et la myosine IIA agissent de manière coordonnée pour 
réguler la translocation des granules.
La lymphohistiocytose hémophagocytaire familiale (LHF) correspond à un autre type de désordre
génétique qui est associé à un défaut de sécrétion au niveau des CTL mais pas des mélanocytes
(Voskoboinik and Trapani, 2006). Alors que les bases moléculaires de la LHF de type 1 ne sont pas
encore connues à ce jour, la LHF de type 2 est causée par des mutations dans le gène codant pour la
perforine. La LHF de type 3 résulte, quant à elle, de mutations dans le gène codant pour Munc13-4.
Chez les patients atteints de LHF de type 3, les granules cytotoxiques des CTL ne présentent pas de
défaut d’arrimage, mais ne fusionnent pas avec la membrane plasmique (Feldmann et al., 2003). Par
ailleurs, Munc13-4 interagit avec RAB27A, et il est localisé au niveau des granules cytotoxiques,
suggérant un rôle pour Munc13-4 en aval de RAB27A dans le processus de sécrétion (Neeft et al.,
2005). Des études ont récemment montré que RAB27A interagit avec les protéines SLP1 et SLP2
(synaptotagmin-like proteins), lesquelles pourraient être impliquées dans l’arrimage des granules
cytotoxiques à la SI (Holt et al., 2008). L’implication de la synaptotagmine (Syt) VII dans le
processus de dégranulation a également été suggérée (Fowler et al., 2007; Reddy et al., 2001). Enfin,
la LHF de type 4 est causée par un défaut en syntaxine-11, une protéine de fusion SNARE, qui se
traduit par une altération de l’exocytose des granules cytotoxiques sans perturbation de la polarisation
(Bryceson et al., 2007).
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La pertinence fonctionnelle de ces différentes protéines étant maintenant bien établie, il reste à
déterminer comment elles contribuent mécanistiquement à la circulation et à la sécrétion des granules
cytotoxiques. Il est probable qu’elles fonctionnent d’une manière analogue à leurs homologues
neuronaux.
IV.2.1.4 Sécrétion des chimiokines et cytokines
Après activation du TCR, les CTL produisent différents facteurs solubles (cytokines et
chimiokines) qui ont un rôle actif dans la réponse immunitaire. Ces cellules sécrètent principalement
l’IFN-γ, le TNF-α et l’IL-2, qui potentialisent la présentation antigénique par les CPA et l’activité 
lytique des CTL, et MIP1-α, MIP-β, RANTES et IP-10, nécessaires au recrutement d’autres cellules 
au site de l’inflammation. Ces molécules sont la plupart du temps néosynthétisées après la
stimulation du TCR, soit par augmentation de la transcription du gène, soit par traduction des
transcrits préexistants. Par conséquent, leur sécrétion a lieu plusieurs heures après la reconnaissance
initiale de l’Ag. En fonction du rôle de la cytokine/chimiokine sécrétée, deux modalités de sécrétion
ont été décrites : la sécrétion polarisée et la sécrétion multidirectionnelle.
IV.2.2 Voie de cytotoxicité Perforine/granzyme
La voie Perforine/Granzymes est basée sur l’exocytose polarisée du contenu de granules
cytotoxiques par les cellules tueuses (CTL et NK). Ces granules lytiques sont en fait des lysosomes
sécrétoires spécialisés contenant différentes protéines impliquées dans la mort par apoptose de la
cellule cible (Lieberman, 2003). Un des constituants essentiels de ces granules est la Perforine, qui
présente une analogie de structure avec la protéine C9 du complément ayant la capacité de former des
pores dans les membranes cellulaire. Les autres constituants essentiels de ces granules sont les
Granzymes qui représentent une famille de sérine protéases. Ces Granzymes sont initialement
synthétisés sous forme de pro-enzymes inactives qui sont par la suite activées par un clivage
protéolytique induit par la Cathepsine C présente également au niveau des granules. Chez l’Homme
et la souris, les deux types de Granzymes les plus abondants et les plus étudiés sont les Granzymes A
et B. Le Granzyme B (GrB) présente une spécificité de substrat très similaire à celle des caspases et
clive après un résidu d’acide aspartique. De plus, d’autres constituants essentiels de type
protéoglycanes ont été plus récemment décrits. En particulier, la Serglycine apparaît comme une
protéine majeure des granules. Il semble que le GrB se fixe de manière non covalente à la Serglycine,
ce qui conduit à la formation de complexes macromoléculaires sous la forme desquels le GrB va être
physiologiquement sécrété (Metkar et al., 2002). Chez l’Homme, les granules des CTLs contiennent
d’autres protéines ayant une activité cytotoxique comme la granulysine.
Introduction bibliographique Chap IV. Les effecteurs T cytotoxiques de la réponse
immunitaire anti-tumorale
Page ~76~
Enfin, les granules contiennent aussi des protéines permettant aux CTL de se protéger de l’action
cytotoxique de leurs propres granules. La Cathepsine B, qui est liée à la membrane des granules et
qui se retrouve externalisée à la suite de leur exocytose, semble ainsi protéger les CTL en induisant le
clivage protéolytique et l’inactivation de la Perforine (Balaji et al., 2002). Au niveau de la synapse
sécrétoire, la cSMAC se caractérise par deux sous-domaines distincts : le domaine de signalisation
évoqué précédemment, et un domaine sécrétoire où a lieu l’exocytose des granules (Bossi et al.,
2002 ; Friedl et al., 2005). La migration des granules cytotoxiques du cytoplasme, où ils sont
dispersés, vers la synapse sécrétoire dépend d’une réorientation et d’une polymérisation rapide du
MTOC (MicroTubule Organizing Center) et de l’appareil de Golgi (Kupfer et al., 1985) vers la zone
de contact entre le CTL et sa cellule cible, et plus précisément vers la région centrale cSMAC
(Figure 26). Initialement, les granules semblent se regrouper derrière le MTOC avant de le
contourner, de migrer vers la zone de contact et de s’aligner en contact étroit avec la membrane de la
région sécrétoire du domaine cSMAC. L’exocytose polarisée a alors lieu au niveau de cette zone,
dans une dépression formée face à la zone sécrétoire du CTL par la membrane de la cellule cible
(Stinchcombe et al., 2001b). De plus, il semble qu’une faible proportion de granules soit relarguée
pour induire la mort de la cellule cible (Lyubchenko et al., 2001) et que le MTOC puisse rapidement
se polariser vers une autre cible (Kuhn and Poenie, 2002), rendant ce processus hautement efficace.
Après libération du contenu des granules cytotoxiques dans l’espace intercellulaire entre le CTL et
la cellule cible, les Granzymes et la Perforine vont agir de manière synergique afin de permettre
l’internalisation des Granzymes et le déclenchement du processus de mort cellulaire programmée. Le
Granzyme B serait libéré sous forme de complexes en association avec la Serglycine et peut-être la
Perforine. Le Granzyme B se lierait alors au récepteur membranaire CI-MPR (Cation-Independant
Mannose 6-Phosphate Receptor) (Veugelers et al., 2006). Après endocytose des complexes, l’activité
endosomolytique de la Perforine permettrait la libération du Granzyme B dans le cytoplasme de la
cellule cible où ce dernier exerce son activité pro-apoptotique (Bolitho et al., 2007 ; Pipkin and
Lieberman, 2007 ; Trapani and Smyth, 2002).
Une fois libéré dans le cytoplasme de la cellule cible, le Granzyme B clive de nombreux substrats
et ainsi active des voies d’apoptose dépendantes ou non des caspases (Figure 27). Parmi les premiers
substrats du Granzyme B identifiés, il a été montré que de nombreuses procaspases recombinantes
(procaspases-3, -6, -7, -8, -10) pouvaient être clivées in vitro en sa présence (Fernandes-Alnemri et
al., 1996). En revanche, la caspase majoritairement activée in vivo semble être la caspase-3 (Yang et
al., 1998). Un autre substrat important du Granzyme B correspond à la protéine pro-apoptotique BID,
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appartenant à la famille Bcl-2. La mitochondrie semble donc jouer un rôle clé dans l’apoptose induite
par le Granzyme B (Thiery et al., 2005). Enfin, deux équipes ont récemment découvert un nouveau
substrat du Granzyme B. Ils ont montré que l’apoptose induite par un CTL, s’accompagne d’un
clivage de l’α-tubuline, indépendant des caspases, suggérant ainsi un rôle du Granzyme B dans le 
démantèlement du cytosquelette (Adrain et al., 2006; Goping et al., 2006). En résumé, le Granzyme
B est capable de tuer sa cellule cible par différentes voies notamment en induisant directement la
fragmentation de l’ADN et par le clivage de substrats de mort. Cependant, il semble à l’heure
actuelle que le Granzyme active préférentiellement l’apoptose par la voie mitochondriale et le clivage
indirect des procaspases effectrices.
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Figure 27: Les différentes voies de mort initiées par le granzyme B
Après reconnaissance par le TCR des complexes pCMH à la surface de la cellule cible, les CTL engagent la
voie de lyse perforine/granzyme B par l’exocytose polarisée des granules cytotoxiques. L’exocytose entraîne
la libération de la perforine et de complexes macromoléculaires granzyme B-serglycine dans l’espace
intercellulaire. Après leur internalisation dans la cellule cible, le granzyme B est libéré dans le cytoplasme et
induit l’apoptose en clivant directement la pro-caspase-3, ou indirectement via la caspase-8. Le granzyme B
peut également cliver la protéine Bid, ce qui entraîne la libération de facteurs pro-apoptotiques
mitochondriaux avec l’action conjointe d’autres membres de la famille Bcl-2 tels que Bax. Leur translocation
induit la libération du cytochrome c et l’activation subséquente de la caspase-9. Les facteurs Smac/DIABLO
et HtrA2/OMI inhibent l’action des IAP, permettant l’activation complète de la caspase-3. Les facteurs AIF et
EndoG sont transloqués dans le noyau et induisent la fragmentation de l’ADN. Le granzyme B peut enfin
provoquer l’apoptose indépendamment des caspases en clivant des substrats communs aux caspases dont
ICAD, induisant la libération de DFF40/CAD, lequel participe à la fragmentation de l’ADN.
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IV.2.3 Voie des récepteurs à domaine de mort
Cette voie consiste en l’activation de récepteurs induisant un signal pro-apoptotique, au niveau de
la cellule cible, suite à leur engagement avec leurs ligands exprimés par les CTL activés. Certains des
membres de la superfamille des TNF-R, connus sous le nom de « récepteurs de mort », ont la
particularité de posséder dans leur portion intracellulaire une région conservée appelée « domaine de
mort » (DD, Death Domain), un motif protéique d’environ 80 acides aminés nécessaire à la
transmission du signal de mort.
La découverte de ces récepteurs de surface a largement contribué à une meilleure compréhension
des mécanismes moléculaires mis en place lors de l’induction de la mort cellulaire programmée. Les
membres de cette famille sont au nombre de 7: Fas (CD95/APO-1), TNFR1 (p55/CD120a), DR3,
DR6, p75NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), ainsi que les deux récepteurs de TRAIL, les
molécules DR4 (TRAIL-R1) et DR5 (TRAIL-R2) (Locksley et al., 2001).
La capacité à induire une mort cellulaire relayée par le récepteur Fas ayant été la première décrite,
nous avons choisi cette voie de signalisation pour illustrer l’ensemble des voies des récepteurs de
mort (Siegel et al., 2000).
Fas est un récepteur transmembranaire de type I, qui transduit un signal apoptotique pour de
nombreux processus biologiques comme le maintien de l’homéostasie du système immunitaire ou la
tolérance. Fas est exprimé de manière ubiquitaire dans les cellules normales, tumorales, comme dans
les lymphocytes activés. Le ligand de Fas, FasL (CD95L), est quant à lui, une protéine
transmembranaire de type II. Ce ligand est présent sous deux formes : une forme membranaire et une
forme soluble résultant du clivage de la forme membranaire par des métalloprotéases (Kayagaki et
al., 1995). L’expression de FasL se limite à quelques types cellulaires, tels que les lymphocytes
activés et les cellules NK. Son expression sur les cellules tumorales a été décrite mais reste
controversée (Igney and Krammer, 2005). La stimulation des homotrimères de CD95 par CD95L,
conduit à la formation rapide de microagrégats de récepteurs. La protéine adaptatrice FADD (Fas
Associated Death Domain) va ensuite être recrutée via une interaction entre le domaine de mort Fas
et un domaine de mort homologue situé au niveau de la partie C-terminale de FADD (Chinnaiyan et
al., 1995). De plus, FADD contient dans sa partie N-terminale, un second domaine appelé « domaine
effecteur de mort » (DED, Death Effector Domain). Celui-ci va permettre le recrutement de pro-
caspases initiatrices, notamment la pro-caspase 8 (la forme zymogène de la caspase 8) (Boldin et al.,
1996). Le complexe multiprotéique ainsi formé est appelé « complexe de signalisation induisant la
mort » ou DISC (Death Inducing Signaling Complex). La formation d’agrégats de Fas et la forte
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concentration de pro-caspase 8 au niveau du DISC vont permettre son activation par clivage auto et
trans-protéolytique. Le rapprochement des pro-caspases 8 dans le DISC permet leur clivage
réciproque et la libération des formes actives de la caspase 8 dans le cytosol, qui vont à leur tour
cliver certaines caspases effectrices telles que les caspases 3, 6 et 7.
L’importance de la voie mitochondriale a été récemment démontrée dans la mort induite par Fas.
En fait, selon l’utilisation de ces deux voies apoptotiques en aval de Fas, deux types de cellules ont
pu être définies (Scaffidi et al., 1998). Alors que les cellules de type I seraient indépendantes d’une
activité apoptotique des mitochondries et utiliseraient uniquement une activité directe des caspases,
les cellules de type II en seraient dépendantes. Mise à part la quantité de pro-caspase 8 recrutée et
clivée au niveau du DISC (faible dans les cellules de type II et importante dans les cellules de type I),
aucune différence moléculaire n’a permis à ce jour d’expliquer cette différence de comportement
entre les deux types de cellules.
IV.3 Echappement tumoral à l’immuno-surveillance
Il apparaît maintenant clair que le système immunitaire acquiert la capacité à reconnaître et à
éliminer les lésions prémalignes ainsi que les proto-cancers. Cependant, l’interaction entre les
effecteurs immunitaires et les cellules tumorales est dynamique. Au cours de la progression tumorale,
les cellules cancéreuses, caractérisées par une extrême instabilité génétique, subissent une pression de
sélection exercée par le système immunitaire, ce qui conduit à l’émergence de variants résistants.
Suite à ce processus, connu sous le nom d’« immunoediting » des tumeurs, les cellules
tumorales sont capables d’échapper à l’immuno-surveillance. Différents mécanismes
d’échappement ont été décrits et peuvent être classifiés comme suit : des mécanismes peuvent agir de
façon systémique en limitant le priming et la différenciation des lymphocytes T anti-tumoraux,
d’autres agissent au niveau du microenvironnement pour prévenir l’infiltration et l’activation des
fonctions effectrices (Figure 28).
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Figure 28: Le concept d’« immunoediting »
Le concept d’« immunoediting » est défini par la règle des trois E. L’immunosurveillance entraîne l’élimination des
cellules tumorales : les cellules néoplasiques, nouvellement formées au site primitif, sont systématiquement
détruites par les acteurs du système immunitaire (NK, NKT, T CD4+, T CD8+). Par ailleurs, le processus de
régression des neavi mélanocytaires semble avoir tous les marqueurs de l’immunosurveillance contre les cellules
néoplasiques impliquant à la fois les réponses immunitaires innée et adaptative (Cui & Willingham, 2004).
Cependant, l’instabilité génétique des tumeurs combinée à la pression de sélection exercée par le système
immunitaire conduit à l’émergence de variants résistants. Le système immunitaire peut contenir la croissance
tumorale sans toutefois éradiquer les variants résistants durant la phase d’équilibre qui peut être relativement
longue. La prolifération incontrôlée de ces variants constitue la phase d’échappement et conduit à l’invasion
tumorale et aux métastases. Il a été montré par Knutson et ses coll. que l’immunoediting des cellules tumorales en
particulier par la réponse T conduit à une reprogrammation cellulaire assurant la transition EMT et augmentant ainsi
leur pouvoir invasif (Knutson et al., 2006; Reiman et al., 2007). Dans un nouveau site de colonisation, ces variants
disséminés peuvent être encore éliminés par le système immunitaire qui contient leur prolifération dans une
nouvelle phase d’équilibre dite de « dormance » ou encore ces variants peuvent résider en une cellule solitaire
quiescente (arrêt en G0-G1). Comme pour le site primitif, l’instabilité génétique des tumeurs, encore plus grande
dans les cellules métastatiques, combinée à la pression de sélection exercée par le système immunitaire conduit à
l’émergence de variants encore plus résistants et à la formation de macrométastases face à une prolifération
incontrôlée.
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Dans les premières phases du développement tumoral, il semblerait que l’insuffisance en signaux
inflammatoires soit le mécanisme d’échappement dominant. Les stades plus tardifs sont caractérisés
par une inflammation chronique avec une infiltration dans le tissu tumoral de diverses cellules
inhibitrices telles que les cellules Treg et les cellules suppressives dérivées des myéloïdes (MDSC),
accompagnée de la surexpression de protéines telles que B7H-1 par les cellules cancéreuses.
IV.3.1 Mécanismes d’échappement inhérents aux effecteurs T CD8+
IV.3.1.1 Altération du priming des lymphocytes T
Généralement, les cancers ne présentent pas de signaux de danger et ne peuvent donc pas induire
de fortes réactions immunitaires. En effet, ces signaux sont essentiels à la maturation des DC et leur
absence est associée à une tolérance périphérique (ignorance) induite par une présentation
antigénique par des DC immatures (Steinman, 2003). Par ailleurs, il a été rapporté que l’activation
constitutive de STAT3 dans les cellules tumorales induit la production de facteurs pléïotropiques
inhibant la maturation fonctionnelle des DC et donc la stimulation subséquente des lymphocytes T
CD8+ (Wang et al., 2004). Parmi ces facteurs, il a été montré que, outre sa fonction pro-angiogénique,
le VEGF produit par les cellules tumorales interfère avec la différenciation et la maturation des DC
(Gabrilovich et al., 1996). De la même manière, la production d’IL-6 dépendante de STAT3 inhibe la
maturation des DC in vivo (Park et al., 2004). Le relargage de gangliosides et mucines (MUC1) par
les cellules tumorales dans le microenvironnement contribue également à l’altération de la
différenciation des DC (Peguet-Navarro et al., 2003; Rughetti et al., 2005).
Enfin, le TGF-β (Transforming growth factor-β) et l’IL-10, des cytokines immunosuppressives 
produites par de nombreux types cellulaires (cellules tumorales, cellules Treg, macrophages...),
inhibent la maturation des DC, notamment en maintenant un faible niveau d’expression des
molécules de costimulation CD80 et CD86 (Geissmann et al., 1999; Strobl and Knapp, 1999).
IV.3.1.2 Inhibition de l’activité lytique des cellules cytotoxiques
De nombreuses études montrent que les lymphocytes spécifiques de tumeurs issus du sang
périphérique et infiltrant les tumeurs présentent des différences fonctionnelles importantes. En effet,
les TIL spécifiques de tumeur sont rendus tolérants suite à leur entrée dans le microenvironnement
tumoral. Ces lymphocytes peuvent présenter un défaut d’expression des granzymes et perforine, et ne
produisent pas d’IFN-γ en réponse à une stimulation. Cette tolérance semble réversible puisque les 
CTL recouvrent leurs fonctions effectrices après une courte période de culture ou en présence d’IL-
12 (Broderick et al., 2006). Par ailleurs, les lymphocytes T CD8+ infiltrant les tumeurs peuvent
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présenter une activité cytotoxique diminuée due à un défaut de relocalisation du MTOC et par
conséquent une absence d’exocytose des granules cytotoxiques. Ce défaut de lyse est associé à un
blocage précoce de la voie de signalisation du TCR (Radoja et al., 2001). Suite à la reconnaissance de
la cible tumorale, les TIL sont dans l’incapacité de transmettre les signaux en aval de la p56lck, ce qui
conduit à un défaut de la mobilisation du MTOC (Koneru et al., 2005). Par ailleurs, les cellules
tumorales peuvent induire un défaut de signalisation et de lyse par les TIL, et que la phosphatase
SHP-1 serait impliquée dans ce phénomène (Monu and Frey, 2007).
De plus, l’altération de l’activité lytique des CTL peut résulter de l’expression de récepteurs
inhibiteurs, tels que CD94/NKG2A et les KIR (Guerra et al., 2002). Par ailleurs, une diminution de
l’expression du récepteur activateur NKG2D à la surface des lymphocytes T CD8+ a été observée.
Celle-ci serait due à la libération d’une forme soluble de MICA par les cellules tumorales induisant
l’endocytose et la dégradation de NKG2D (Groh et al., 2002).
IV.3.1.3 Délétion des lymphocytes T
Différents mécanismes pouvant conduire à la délétion des lymphocytes spécifiques de tumeur ont
été décrits. Le premier mécanisme repose sur l’induction de l’apoptose des CTL par la voie Fas-FasL.
En effet, les cellules tumorales exprimant FasL à leur membrane, ou à la surface de micro-vésicules
sécrétées, pourraient engager Fas exprimé par les lymphocytes T activés (Andreola et al., 2002).
Cependant, la pertinence de ce modèle de « contre-attaque » in vivo est sujette à controverse (Igney
and Krammer, 2005). Le second mécanisme de délétion lymphocytaire correspond à l’induction de
l’AICD (Activation-Induced Cell Death) par suicide ou fratricide. Il a été montré, chez des patients
atteints de leucémie myéloïde chronique, la délétion sélective par AICD de CTL de haute avidité
spécifiques de la tumeur (Molldrem et al., 2003).
Les cellules tumorales peuvent également exprimer des molécules inhibitrices, telles que B7- H
(PD-L1) et RCAS1, capables de réguler négativement les fonctions des cellules effectrices,
notamment en induisant leur apoptose (Nakashima et al., 1999). Enfin, il a été suggéré que les
tumeurs métastatiques sont capables d’ingérer les CTL par cannibalisme, ce qui permettrait aux
cellules cancéreuses d’échapper à l’immunosurveillance (Lugini et al., 2006).
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IV.3.2 Mécanismes d’échappement intrinsèque à la tumeur
IV.3.2.1 Défaut de présentation antigénique
La stratégie la mieux documentée permettant à de nombreuses tumeurs d’échapper à la
reconnaissance par les lymphocytes T est l’altération de l’apprêtement et/ou de la présentation du
peptide antigénique par les molécules du CMH. En effet, la présentation de l’Ag par les cellules
tumorales peut être altérée suite à une mutation/délétion d’un ou plusieurs gènes codant pour des
protéines impliquées dans l’apprêtement des peptides, telles que les transporteurs du réticulum
TAP1/TAP2 et les sous-unités LMP (Low molecular mass polypeptide) -2 et -7 de
l’immunoprotéasome (Marincola et al., 2000). En effet, une diminution d’expression des molécules
TAP1/TAP2 dans les cellules tumorales peut être induite par l’IL-10 (Salazar-Onfray et al., 1997;
Zeidler et al., 1997). La perte complète ou partielle de l’expression des molécules du CMH peut
également résulter de la mutation/délétion du gène codant pour la β2-microglobuline, ou de la perte 
sélective d’un haplotype, d’un locus ou d’un allèle HLA (Benitez et al., 1998). Enfin, la perte
d’expression des TAA a été décrite comme un mécanisme majeur d’échappement tumoral à la
réponse immunitaire, en particulier dans les tumeurs épithéliales.
IV.3.2.2 Perte de l’expression des molécules d’adhésion
Comme je l’ai mentionné précédemment, le couple LFA-1/ICAM-1 joue un rôle essentiel dans la
formation de la SI et dans la polarisation des granules cytotoxiques (Anikeeva et al., 2005). De ce
fait, la diminution de l’expression d’ICAM-1 à la surface des cellules tumorales correspond à un
mécanisme majeur d’échappement à l’immuno-surveillance (Passlick et al., 1996). Des études in vivo
ont montré que la surexpression du gène codant pour ICAM-1 inhibe la croissance tumorale et la
survenue de métastases, ce qui est associé à une augmentation significative de la lyse induite par les
lymphocytes T (Tachimori et al., 2005). Par ailleurs, il a récemment été montré que la diminution de
l’expression d’ICAM-1 permet aux cellules métastatiques de mélanome de résister à la lyse par les
CTL en induisant l’activation de la voie de survie PI3K/AKT (Hamai et al., 2008). Cependant, le rôle
d’ICAM-1 dans la régulation de la progression tumorale est sujet à controverse. En effet, il
semblerait qu’ICAM-1 peut jouer un rôle clé dans l’invasion des cellules cancéreuses épithéliales
(Rosette et al., 2005).
La E-Cadhérine, un marqueur des cellules épithéliales, est une protéine suppresseur de tumeur
dont l’expression est souvent perdue au cours de la progression des cancers épithéliaux (Vleminckx
et al., 1991). Ceci a pour conséquence la diminution de l’adhérence intercellulaire, essentielle à
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l’invasion cancéreuse et à la formation des métastases, et participe à l’induction de la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Perl et al., 1998). Il a été démontré que le TGF-β peut également 
conduire à l’EMT en induisant indirectement l’expression de différents facteurs de transcription
(Snail, Twist, Slug) et en réprimant celle de la E-cadhérine (Polyak and Weinberg, 2009).
IV.3.2.3 Résistance à la voie Perforine/Granzyme
L’inhibition de la signalisation pro-apoptotique correspond à une autre stratégie utilisée par les
cellules tumorales pour échapper à la lyse induite par les CTL. D’une part, la serpine
nucléocytoplasmique PI-9 (protease inhibitor 9) exprimée par les lymphocytes (Zhang et al., 2006),
peut constituer un mécanisme d’échappement utilisé par les cellules tumorales en induisant son
expression (Bladergroen et al., 2002). D’autre part, différentes altérations des voies de signalisation
de l’apoptose sont observées dans des cellules tumorales. Elles incluent la surexpression de protéines
anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 ou certains membres de la famille des IAP, et la
perte d’expression de protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bak et Apaf-1.
IV.3.2.4 Expression de molécules inflammatoires
L’acquisition d’évènements génétiques associée ou non à un contexte inflammatoire pro- tumoral
(tel que dans le cancer du côlon) conduit à l’activation de différents facteurs de transcription tels que
NF-κB, STAT3 et HIF1α dans les cellules tumorales. Ces facteurs de transcription coordonnent alors 
la production de diverses molécules inflammatoires incluant des facteurs de croissance, des
cytokines, des chimiokines et leurs récepteurs, et la cyclooxygénase 2 (laquelle induit la production
de prostaglandines), qui ont pour conséquence de promouvoir la croissance de la tumeur, l’activation
de l’angiogénèse et le développement de métastases, mais également le recrutement de cellules
immunosuppressives. En effet, un évènement génétique précoce, nécessaire et suffisant pour le
développement d’une tumeur humaine, peut provoquer directement la mise en place d’un
microenvironnement inflammatoire (Borrello et al., 2005). A titre d’exemple, l’expression du
récepteur aux chimiokines CXCR4 est souvent augmentée dans les cancers humains (suite à une
mutation dans le gène suppresseur de tumeur VHL ou au réarrangement chromosomique affectant
l’oncogène RET) et conduit à la formation de métastases. Ou encore, une mutation dans le gène
codant pour le TGF-βRII entraîne la production de CXCL5 et CXCL12, deux chimiokines connues 
pour attirer les MDSC (Yang et al., 2008).
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IV.3.3 Le microenvironnement tumoral
Comme évoqué précédemment, une inflammation chronique peut participer au développement de
la tumeur. Différents types de cellules peuvent promouvoir la progression tumorale en participant au
développement de cet environnement immunosuppresseur pro- tumoral.
IV.3.3.1 Les cellules T régulatrices
Il apparaît aujourd’hui clair que l’immunosuppression induite par les cellules Treg correspond à
une stratégie essentielle d’échappement à l’immunosurveillance (Vignali, 2008). Deux types majeurs
de cellules Treg ont été identifiés : les cellules Treg naturelles qui se développent dans le thymus et
les cellules Treg adaptatives qui se différencient dans les tissus périphériques en présence de TGF-β 
ou d’IL-10.
Plusieurs mécanismes de suppression utilisés par les cellules Treg ont été décrits et peuvent être
classés selon 4 modes d’action: suppression par des cytokines inhibitrices, par l’induction de la
cytolyse, par la perturbation métabolique et par la modulation de la maturation et des fonctions des
DC :
(1) Les cytokines immunosuppressives, qui apparaissent comme les médiateurs clé des fonctions
des cellules Treg, sont l’IL-10 et le TGF-β qui est exprimé soit sous forme soluble soit associé aux 
membranes. L’IL-35 a récemment été décrite comme étant également une cytokine essentielle à
l’activité suppressive des cellules Treg (Collison et al., 2007).
(2) L’équipe de Noelle a été la première à démontrer que les cellules Treg ont la capacité de lyser
les cellules effectrices par un mécanisme dépendant du granzyme B (Gondek et al., 2005). Par la
suite, Cao et collaborateurs ont mis en évidence la pertinence de ce mécanisme in vivo (Cao et al.,
2007).
(3) Il a été décrit que les cellules Treg peuvent induire, indépendamment d’un contact cellulaire,
l’apoptose des cellules T CD4+ en déprivant le milieu en cytokines (IL-2 et IL-7) (Pandiyan et al.,
2007). (4) Les cellules Treg naturelles CD4+CD25+FoxP3+ sont capables d’inhiber la maturation et
l’activation des DC par un mécanisme faisant intervenir la molécule CTLA-4 (Read et al., 2000).
Suite à l’interaction de CTLA-4 avec CD80/CD86, les DC peuvent exprimer IDO, ce qui résulte en la
suppression des cellules effectrices (Fallarino et al., 2003).
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IV.3.3.2 Les cellules suppressives dérivées des myéloïdes
Les MDSC correspondent à une population hétérogène comprenant des progéniteurs myéloïdes
immatures des neutrophiles, monocytes et DC. Ces cellules agissent principalement en inhibant les
fonctions anti-tumorales des cellules effectrices. En effet, les MDSC peuvent altérer les fonctions
cytotoxiques des CTL en sécrétant différentes cytokines immunosuppressives mais également des
dérivés de l’oxygène telles que les peroxynitrites. En effet, Nagaraj et collaborateurs ont montré que
la nitration des résidus tyrosine du complexe TCR/CD8 entraîne la désensibilisation des CTL aux
complexes pCMH- I et donc la diminution de leurs fonctions effectrices. La production de radicaux
libres est également associée à une réduction d’expression des molécules associées à la signalisation
du TCR telles que la chaîne CD3ζ (Zea et al., 2005). Par ailleurs, les MDSC contribuent à 
l’angiogenèse tumorale en sécrétant la métalloprotéinase MMP9 et en se différenciant en cellules
endothéliales-like. Au sein du microenvironnement tumoral, les MDSC peuvent se différencier en
macrophages associés aux tumeurs (TAM), lequels présentent un phénotype et des fonctions
différentes (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).
IV.3.3.3 Les macrophages associés aux tumeurs
L’accumulation des TAM est généralement corrélée à un mauvais pronostic chez les patients
(Bingle et al., 2002). Les cellules tumorales ainsi que les cellules Treg sont capables de polariser
sélectivement les TAM vers le phénotype immunosupresseur M2 par la production de G-CSF, d’IL-
10 et de TGF-β (Tiemessen et al., 2007). Les TAM-M2 jouent alors un rôle essentiel dans la 
progression tumorale en promouvant la croissance tumorale, l’angiogénèse et la formation de
métastases (Condeelis and Pollard, 2006).
IV.3.3.4 Les cellules NKT
Bien que les cellules NKT soient considérés comme des acteurs majeurs des réponses immunes
anti-tumorales (Liu et al., 2005), des études récentes ont montré que ces cellules pourraient
également exercer une activité immunosuppressive (Moodycliffe et al., 2000; Terabe et al., 2000). En
effet, les NKT issus de patients atteints de cancer de la prostate présentent un profil de sécrétion de
type Th2 (production d’IL-4, mais pas d’IFN-γ) qui serait impliqué dans la suppression de la réponse 
anti-tumorale (Exley et al., 2001). Une étude récente a permis de montrer que les cellules NKT
Vα14Jα18- (type II) sont responsables de la suppression de l’immunité anti-tumorale alors que les
cellules NKT Vα14Jα18+ (type I) exercent un effet inverse (Terabe et al., 2005). Enfin, en présence
de cellules NKT, les DC sécrètent plus d’IL-10 et perdent la capacité à produire de l’IL-12.
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IV.3.3.5 Les lymphocytes B
Les lymphocytes B peuvent inhiber les réponses anti-tumorales de type Th1, en renforçant
simultanément les fonctions pro-tumorales des cellules effectrices de type Th2 (Tan and Coussens,
2007). Alors que la présence d’Ac dirigés contre des TAA est souvent détectée chez les patients
atteints de cancer, leur production ne confère pas nécessairement de protection et elle est souvent
corrélée avec un mauvais pronostic. Il a été suggéré que le dépôt de complexes immuns serait
impliqué dans l’établissement d’une inflammation chronique favorisant le développement de la






Il est clair que les carcinomes provenant de tissus épithéliaux progressent à des états de malignité
très élevés, se traduisant par l'invasion locale et des métastases à distance. Les cellules cancéreuses
associées développent alors des altérations au niveau morphologique, au niveau des jonctions
cellulaires et au niveau de leur adhésion à la matrice extracellulaire. L’altération la mieux
caractérisée implique la perte de la E-cadhérine, une molécule clé de l’adhésion cellulaire et
marqueur des cellules épithéliales, par les cellules de carcinome. Tandis que l'expression accrue de la
E-cadhérine est connue comme antagoniste de l'invasion et des métastases, la diminution de son
expression potentialise ces phénotypes (Berx and van Roy, 2009; Cavallaro and Christofori, 2004).
La compréhension des mécanismes de répression de la E-Cadhérine a été largement détaillée durant
cette dernière décennie. En effet, il a été démontré que plusieurs facteurs de transcription peuvent
directement réprimer l'expression du gène codant pour la E-cadhérine, privant ainsi les cellules
épithéliales néoplasiques de ce suppresseur clé de la motilité et de l'invasion (Peinado et al., 2007).
Parmi ces facteurs transcriptionnels, on peut citer Snail, Slug, Twist, et ZEB1, qui orchestrent le
processus de migration lié à l’embryogenèse et au processus métastatique nommé Transition
Épithélio-Mésenchymateuse (EMT) (Micalizzi et al., 2010; Yang and Weinberg, 2008). Cette
dernière joue un rôle important dans la progression tumorale et en particulier dans l’acquisition d’un
potentiel métastatique au cours duquel les cellules néoplasiques développent des propriétés
mésenchymateuses. De plus, l’EMT s’accompagne d’une résistance accrue aux stimuli apoptotiques
et à la chimiothérapie (Klymkowsky and Savagner, 2009; Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al.,
2009), mais l’effet des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) sur les cellules ayant subi l’EMT demeure
inconnu.
C’est dans ce cadre que s’inscrit mon projet de thèse dont les principaux objectifs consistent, dans
un premier temps, en l’étude de l’impact de l’EMT induite dans un modèle cellulaire de cancer du
sein sur l’immunogénicité tumorale vis-à-vis des lymphocytes TCD8+; et dans un second temps, en la
recherche des mécanismes moléculaires impliqués dans l’induction d’une altération de la réponse
cytotoxique spécifique suite à l’activation du processus d’EMT.
Globalement, ces travaux ont pour but une meilleure compréhension des mécanismes qu'adoptent
les cellules tumorales pour échapper à l’activité des CTLs anti-tumoraux. Ceci pourrait permettre aux






Dans le cadre de cette étude, nous disposons d’un modèle expérimental comprenant les lignées
cellulaires de cancer du sein suivantes (Figure 29):
La lignée parentale MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7), en référence à l'Institut de Detroit où
la lignée fut établie -au septième essai-, en 1973, par Herbert Soule et collègues. Cette lignée a été
établie en culture in vitro à partir d'un épanchement pleural prélevé chez une patiente de 69 ans
atteinte d'un cancer du sein métastatique. Cette patiente est décédée en 1970. En dépit de l’origine
métastatique de cette lignée, elle se caractérise par un phénotype très épithélial et une faible capacité
d’invasion.
Le premier projet de cette thèse repose sur le modèle cellulaire composé de la lignée parentale
MCF7 et de ses dérivées 2101 provenant d’une sélection de variants résistants au traitement des
MCF7 par le TNF-α, de la lignée MCF7 transfectée avec un plasmide codant pour la protéine Snail 
sous une forme constitutivement active (MCF7-Snail 6SA) et des MCF7 transfectées avec un
plasmide codant pour la protéine Snail sauvage (MCF7-Snail WT).
Le deuxième projet de cette thèse repose sur le modèle cellulaire établi dans l’unité INSERM
U938 par le Dr. Sabbah. Il est composé de la lignée parentale MCF7, de cette dernière transfectée
avec le shRNA (short hairpin RNA) ciblant le gène WISP2 (MCF7-shWISP2) et des MCF7
transfectées avec le shcontrôle (MCF7-shScrambled).
Les caractéristiques de l’ensemble de ces lignées quant à la présence des récepteurs aux estrogènes
et à la progestérone, à l’amplification du gène ERBB2 et au sous-type de cancer du sein auquel
chacune appartient sont discutées dans la partie « discussion générale ».
Ces deux modèles ont fait l’objet d’investigations antérieurs (Zhou et al., 2004; Ouelaa-Benslama
et al., 2012; Fritah et al., 2008; Sabbah et al., 2011). Néanmoins, l’étude de l’effet de l’induction de
l’EMT dans ces modèles sur la susceptibilité à la lyse spécifique n’a jamais était entreprise.
Modèles expérimentaux
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Abstract
Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) mediates cancer cell invasion, metastasis, and drug resistance,
but its impact on immune surveillance has not been explored. In this study, we investigated the functional
consequences of this mode of epithelial cell plasticity on targeted cell lysis by cytotoxic T lymphocytes (CTL).
Acquisition of the EMT phenotype in various derivatives ofMCF-7 human breast cancer cells was associated with
dramatic morphologic changes and actin cytoskeleton remodeling, with CD24!/CD44þ/ALDHþ stem cell popu-
lations present exhibiting a higher degree of EMT relative to parental cells. Strikingly, acquisition of this pheno-
type also associated with an inhibition of CTL-mediated tumor cell lysis. Resistant cells exhibited attenuation
in the formation of an immunologic synapse with CTLs along with the induction of autophagy in the target cells.
This response was critical for susceptibility to CTL-mediated lysis because siRNA-mediated silencing of beclin1
to inhibit autophagy in target cells restored their susceptibility to CTL-induced lysis. Our results argue that in
addition to promoting invasion and metastasis EMT also profoundly alters the susceptibility of cancer cells to
T-cell–mediated immune surveillance. Furthermore, they reveal EMT and autophagy as conceptual realms for
immunotherapeutic strategies to block immune escape. Cancer Res; 73(8); 2418–27. !2013 AACR.
Introduction
CD8þ T cells play a crucial role in the host defenses against
malignancies in both mice and humans (1). The identiﬁcation
of tumor-associated antigens (TAA) recognized by CD8þ T
lymphocytes has permitted potentiation of speciﬁc immune
responses in immunotherapy strategies. Nevertheless, despite
the expression of TAAs, tumor eradication by the immune
system is often inefﬁcient (2), which accounts for the disap-
pointing clinical activity of most cancer vaccines (3). Extensive
studies have shown that tumor cells themselves play a crucial
role in modulating the host immune response, such that they
maintain their functional disorder and evade immune surveil-
lance (4). In this regard, it has been suggested that tumor cell
growth in vivo is not only inﬂuenced by cytotoxic T lymphocyte
(CTL) tumor cell recognition but also by tumor susceptibility
to cell-mediated death (5). While the resistance of tumor cells
to T-cell-mediated cytotoxicity remains a major impediment
for cancer immunotherapy, its molecular basis is poorly
understood.
Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a fundamen-
tal mechanism governing embryonic morphogenesis that has,
intriguingly, been documented to operate in carcinomas, with
the transition from an epithelial carcinoma to amesenchymal-
like state potentially linked with increased stemness, thera-
peutic resistance, and escape from immune surveillance (6).
Snail 1 (SNAI1) is a transcription factor that induces EMT by
directly repressing E-cadherin expression (7). We previously
described themorphologic changes in lung cell carcinoma as a
mechanism of tumor escape that was partly involved in the
resistance of tumor cells to T-cell–mediated cytotoxicity (8).
Recently, autophagy has been proposed to play an important
role in tumor progression and in the promotion of cancer cell
death (9). Furthermore, it is shown that EMT involves the
activation of several important pathways that help tumors
Authors' Afﬁliations: 1Unit!e INSERM U753, Institut de Canc!erologie
Gustave Roussy; 2U981 INSERM, Institut Gustave Roussy, Villejuif; 3Lab-
oratory of Experimental Hemato-Oncology, Department of Oncology,
Public Research Center for Health (CRP-Sante), Luxembourg City, Lux-
embourg; 4Molecular Pharmacology Unit, Institut Curie; 5Service d'anato-
mie pathologique, Ho^pital Saint-Louis; 6Assistance Publique-Ho^pitaux de
Paris, Service d'anatomo-pathologie, Ho^pital Europ!een Georges Pompi-
dou; 7Laboratoire de Recherche Translationnelle-module d'histocyto-
pathologie; 8Laboratory of Cancer Biology and Therapeutics, Centre de
Recherche Saint-Antoine, INSERM U938 and Universit!e Pierre et Marie
Curie, Laboratoire de Recherche Translationnelle-module d'histocyto-
pathologie, Paris France; 9Cancer Science Institute of Singapore, 10Bio-
chemistry Department, National University of Singapore; and 11Institute of
Molecular and Cell Biology, A#STAR, Singapore
Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research
Online (http://cancerres.aacrjournals.org/).
Corresponding Author: Salem Chouaib, Unit!e INSERM U753, Institut de
Canc!erologie Gustave Roussy, 114 rue Edouard Vaillant, Villejuif Cedex
94805, France. Phone: 331-4211-4547; Fax: 331-4211-5288; E-mail:
chouaib@igr.fr
doi: 10.1158/0008-5472.CAN-12-2432
!2013 American Association for Cancer Research.
Cancer
Research
Cancer Res; 73(8) April 15, 20132418
Résultats Partie I - Akalay et al., 2013a
Page 96
survive and evolve into highly invasive andmetastatic variants
(10). However, the relationship between EMT and autophagy-
induced cell survival is unknown. Although evidence has
suggested that epithelial plasticity may interfere with tumor
susceptibility to cytotoxic agents, the functional consequences
of EMTonT-cell–mediated cytotoxicity remain undetermined.
In this study, we sought to examine the inﬂuence of EMT on
CTL-mediated lysis and its associated mechanisms and to
ascertain whether EMT-induced cell plasticity could interfere
with tumor cell susceptibility to this lysis. We show that EMT
has functional consequences on target recognition and lysis,
andwe identify EMT-induced autophagy as a novelmechanism
by which tumor cells regulate CTL reactivity and impede their
cytotoxic activity.
Materials and Methods
T-cell clone, tumor cell lines, and culture conditions
The T-cell receptor (TCR)-Vb13.6þ Heu33 CTL clone was
derived from a patient's Heu tumor as described (11). MCF-7
and derivatives were grown in Dulbecco's Modiﬁed Eagle's
Media (DMEM):F12 medium supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS; Gibco-BRL), 1 mmol/L
sodium pyruvate (Life Technologies), and 1% penicillin/strep-
tomycin (Life Technologies) at 37$C in a humidiﬁed atmo-
sphere containing 5% CO2. The MCF-7 breast cancer cell line
was transfected with wild-type Snail (SNAI1), constitutively
activated Snail (SNAI1-6SA) generated by mutation of Ser6 to
Ala and with an empty vector, as described (12). Transfected
cells were cultured in complete medium supplemented with
500 mg/mL of G418 (Life Technologies). TNF-resistant cells
(2101) were derived from the TNF-sensitive human breast
carcinoma MCF-7 cell line after continuous exposure to
increasing doses of recombinant TNF-a (13).
Cell morphology, actin cytoskeleton, and EMT marker
staining
Cell morphology images were acquired using %20 objective
by phase-contrast microscopy (Leica Microsystems). Actin
ﬁlaments were stained by Alexa Fluor 488–coupled Phalloidin.
EMT markers were stained with indicated antibodies and
nuclei with 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; dihy-
drochloride; Life Technologies). Cells were cultured in IBIDI
chambers (IBIDI) and ﬁxed with 3% paraformaldehyde for 20
minutes at room temperature. Cells were then permeabilized
with 0.4% Triton X-100 and stained with indicated antibodies.
Cells were analyzed with a Zeiss laser scanning confocal
microscope, LSM-510 Meta (Carl Zeiss) and processed by LSM
Image Examiner software (Carl Zeiss).
Western blotting
Adherent cells were lysed on the plate with lysis buffer (62.5
mmol/L Tris-HCl, pH 6.8, 2% w/v SDS, 10% glycerol, 1 mmol/L
sodium orthovanadate, 2 mmol/L phenylmethylsulfonylﬂuor-
ide, 25 mmol/L leupeptin, 5 mmol/L benzamidine, 1 mmol/L
pepstatin, and 25 mmol/L aprotinin). Cells lysates were
resolved by SDS-PAGE electrophoresis (30 mg/sample) and
transferred onto nitrocellulose membranes. After incubation
in blocking buffer, the membranes were probed overnight at
4$C with the primary antibodies. The labeling was visualized
using peroxidase-conjugated secondary antibodies and with
an ECL kit (Amersham Pharmacia Biotech). Primary antibo-
dies against SNAI1, E-cadherin and LC3B were from Cell
Signaling. Antibodies against SNAI2 and Twist were from
Abcam. Antibodies against vimentin, beclin 1, and N-cadherin
were from Santa Cruz Biotechnologies.
Data preprocessing of the breast cancer cell line panel
Two large breast cancer cell line datasets were established
using the Affymetrix U133A or U133plus2 platform: E-TABM-
157 (n ¼ 51 samples corresponding to 51 cell lines) and
GSE15026 (n ¼ 30 samples corresponding to 19 cell lines)
were downloaded from Array Express and Gene Expression
Omnibus (GEO), respectively. Robust Multichip Average
(RMA) normalization was conducted for each dataset. The
normalized data were combined with the dataset from the
present study (n¼ 8 samples from the parental MCF-7 cells, 2
Snail-expressing cell lines, and one TNF-a–resistant MCF cell
line variant), and subsequently standardized using ComBat
(14) to remove batch effect. The standardized data yielded a
dataset of 89 samples derived from 73 cell lines.
Estimation of EMT score
An EMT scoring method was developed using ovarian
carcinoma cell line expression proﬁling. The ﬁrst step was to
establish an EMT signature comparing proﬁles of CDH1- with
CDH2-expressing cell lines using a binary regression method
(BinReg; ref. 15). In the second step, the BinReg ovarian cancer
EMT signaturewas applied to breast cancer cell lines to predict
their EMT status. In the third step, the top 25% ('20 samples)
with the highest probabilities for the epithelial or mesenchy-
mal phenotype were used to obtain epithelial- or mesenchy-
mal-speciﬁc gene lists for the breast cancer cell lines using
Signiﬁcance Analysis of Microarray (SAM) q value of 0 and
receiver operating characteristic (ROC) value of 0.85. In the
fourth step, single-sample gene set enrichment analysis
(GSEA; ref. 16) was used to compute the enrichment score
of a cell line based on the expression of the breast cancer cell
line–speciﬁc epithelial or mesenchymal signature genes. EMT
score is deﬁned as the normalized subtraction of the mes-
enchymal from epithelial enrichment score. The EMT score is
a precise estimate of the cell line's status as an epithelial or
mesenchymal phenotype. A higher or lower EMT score indi-
cates that the cell line exhibits a more mesenchymal or
epithelial phenotype, respectively (the detailed method is
submitted for publication, Tan, Huang, Thiery and Mori and
colleagues).
Cytotoxicity experiments and TNF-b production assay
The cytotoxic activity of the CTL clone was measured by a
conventional 4-hour 51Cr release assay. Several effector:target
(E:T) ratios were used on 1,000 target cells per well. Super-
natants were then transferred to LumaPlate-96 wells (Perkin-
Elmer), dried down, and counted on a Packard TopCount
NXT. Percentage of speciﬁc cytotoxicity was calculated
conventionally.
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TNF-b release was detected bymeasuring the cytotoxicity of
the culture supernatants on the TNF-sensitive WEHI-164c13
cells with an MTT colorimetric assay, as previously described
(17).
Confocal microscopy analysis of immunologic synapse
assembly
Tumor cells andCTLswere cocultured for 30minutes at a 1:2
ratio. Cells were then ﬁxed with 3% paraformaldehyde for 10
minutes and permeabilized with 0.1% (w/v) SDS solution in
PBS for 10 minutes, followed by blocking with FCS 10% (v/v)
solution in PBS for 20minutes. Fixed cells were stained with an
anti-phosphotyrosine monoclonal antibody (mAb) 4G10 clone
(dilution 1:100, Millipore Corp.) and then with a secondary
mAb coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen) for 30 minutes.
Cell nuclei were stained with TO-Pro 3 iodide (2 mmol/L) for
15 minutes. Analysis was conducted by a Zeiss laser scanning
confocal microscope (LSM-510) and using LSM Image Exam-
iner software (Zeiss). Conjugates formed between T cells and
tumor cells were scored by visual counting. Mean number of
active synapses/ﬁeldwere counted in 10 different ﬁelds per cell
line randomly selected at %40 magniﬁcations. Quantiﬁcation
of phosphotyrosine intensity was conducted using the region
measurement function of ImageJ software (NIH, Bethesda,
MD).
Autophagosome detection and autophagy ﬂux analysis
Cells were transiently transfected with 5 mg of LC3 cDNA
fused with GFP (kindly provided by N. Mizuchima, Tokyo
Medical and Dental University, Tokyo, Japan) using Lipofecta-
mine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer's rec-
ommendation. After 48 hours, cells were cultured in IBIDI
chambers (Biovalley), and the formation of autophagosomes
was assessed by Zeiss laser scanning confocal microscopy
LSM-510 Meta. The autophagy ﬂux was assessed by treatment
of cells for 6 hours with chloroquine (40 mmol/L), an inhibitor
of the lysosomal activity, and the accumulation of the lipidated
formof LC3 (LC3-II) was analyzed byWestern blotting using an
anti-LC3 Ab.
Immunohistochemical staining for Snail 2 and ATG5
expression
Mesenchymal and autophagic cells, respectively, were
detected by SNAI2 and ATG5 staining on human breast
cancer sections. Immunohistochemistry was conducted as
previously described (18). The samples were incubated with
mAbs against SNAI2 (Abcam) and ATG5 (MBL Japan). The
signal was revealed with the DAB HistoMouse-Max Kit
(Zymed Laboratories Inc.).
siRNA targeting of autophagy gene BECN1
Autophagy-defective cells were generated by transfection
with beclin1 (BECN1) siRNA. Brieﬂy, cells were transfected
by electroporation with 50 nmol of siRNA-targeting human
beclin1 (Qiagen). Luciferase (Luc) siRNA was used as a
negative control. The silencing of beclin1 was assessed by
Western blotting 48 hours after transfection using appro-
priate antibodies.
Data mining of microarray results
Signiﬁcantly regulated genes in SNAI1 or SNAI1-6SA trans-
fectants as compared with the parental MCF-7 cells were
subjected to Ingenuity Pathway Analysis (IPA). The Ingenuity
database was used to identify EMT-regulated genes, whereas
the dedicated autophagy database was used to extract genes
involved in and/or related to the autophagic process (19, 20).
IPA software was used to build a connection between EMT and
the autophagy-regulated genes.
RNA isolation and SYBR green real-time quantitative
PCR
Total RNA was extracted from the samples using TRIzol
(Invitrogen). A total of 1 mg RNA was converted into cDNA by
using Taqman Reverse transcription reagent (Applied Biosys-
tems), andmRNA levelswere quantiﬁed by SYBR-GREENqPCR
method (Applied Biosystems). Relative expression was calcu-
lated by using the comparative CT method (2
!DCT).
Flow cytometry and ALDH activity
Cells were harvested with 0.025% EDTA and double-stained
with CD44 (PE) and CD24 (APC) mAbs (both from Miltenyi
Biotec). Labeled cells were analyzed on a BD FACSCalibur (BD
Biosciences).
ALDH activity was analyzed using the Aldeﬂuor Assay Kit
fromStemCell Technologies, Inc. and followingmanufacturer's
recommendations.
Statistical analyses
Datawere analyzedwith GraphPad Prism. The Student t test
was used for single comparisons. Data were considered sta-
tistically signiﬁcant when P < 0.05.
Results and Discussion
2101, SNAI1, and SNAI1-6SA cells display similar EMT
phenotypes, but distinct EMT indicies and stemness
markers
We characterized the EMT phenotype of MCF-7–derived
cells that have undergone EMT following the overexpression of
either wild-type Snail (SNAI1) or constitutively active Snail
(SNAI1-6SA) or following the acquisition of TNF-a resistance
(2101 cells). Parental MCF-7 cells exhibited a characteristic
cobblestone epithelial organization with E-cadherin, b-cate-
nin, and ZO-1 immunolocalization at cell–cell contacts that
were also closely associatedwith cortical actinmicroﬁlaments.
MCF-7 cells also expressed cytokeratin intermediate ﬁlaments,
some of which were localized at sites of desmosomes. In
contrast, SNAI1 and SNAI1-6SA cells displayed a spindle-like
morphology with ﬁlopodia and were characterized by reduced
cell–cell contacts (Fig. 1A). 2101 cells exhibited an even more
extensive mesenchymal phenotype with actin microﬁlaments
in the ﬁlopodia and lamellipodia (Fig. 1A). Immunoﬂuores-
cence analysis showed a dramatic downregulation of the
epithelial markers E-cadherin, b-catenin, ZO-1, and cytoker-
atin 18 in the MCF-7–derived cell lines undergoing EMT (Fig.
1A). These morphologic changes were also associated with a
gain of mesenchymal markers. Indeed, SNAI1 transfection
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Figure 1. Differential expression of
EMT markers in MCF-7 cell line and
derived subclones. A, phase-contrast
images showing the morphology of
epithelial MCF-7 and mesenchymal
derivative clones (2101, SNAI1-6SA,
and SNAI1). Immunoﬂuorescence
staining of actin and epithelial
markers (E-cadherin, b-catenin,
ZO-1, and cytokeratin 18). Nuclei
were stained with DAPI. B, Western
blot analysis of the expression of EMT
markers using the indicated
antibodies.
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induced the expression of N-cadherin and vimentin and
decreased the expression of E-cadherin. SNAI1-6SA cells
expressed SNAI2, ZEB1, but not E-cadherin (Fig. 1B). Thus,
constitutively activated SNAI1-6SA cells are likely to exhibit a
more pronounced mesenchymal-like phenotype than SNAI1
cells. Figure 1B also shows that 2101 cells exhibited a more
complete EMTphenotype, with the expression of SNAI2, Twist,
ZEB1, vimentin, and N-cadherin.
To provide further evidence for the EMT features of these
cancer cell lines, we developed an EMT scoring method using
gene expression proﬁling. As shown in Fig. 2A, an EMT score of
!0.84 ( 0.008 was determined for the parental MCF-7 cells,
indicating its well-known epithelial phenotype. As expected,
SNAI1 cells acquired a mesenchymal-like phenotype; but the
EMT score of!0.16( 0.007 instead indicated an intermediate
phenotype. Similarly, the SNAI1-6SA cells were found to have
an EMT score of!0.11( 0.01. In contrast, the 2101 cells scored
a signiﬁcantly higher 0.6( 0.02, which cannot be fully related to
the Snail signature (60% concordance, data not shown) as
other signatures, such as ZEB1, could contribute to this EMT
score. This result suggests that 2101 cells acquire EMT by
additional mechanisms that involve 2 or more transcriptional
repressors of E-cadherin. It is worth noting that the acqui-
sition of a resistance to TNF-a and the high EMT score in
these 2101 cells suggest the existence of a level of complexity
in the EMT process in which multiple molecules act together
to mediate EMT, rather than the master regulators acting on
their own. This indicates that EMT can be induced to varying
degrees in epithelial cells to acquire intermediate mesenchy-
mal-like states but also to display additional functional
features. In this regard, Kim and colleagues have recently
reported that p53 regulates EMT through miRNAs targeting
ZEB1 and ZEB2 (21). It should be noted that 2101 cells display
a mutated p53 and a loss of its transcriptional activity (13),
which may, at least in part, account for the acquisition of EMT
by these cells.
On the basis of the previously reported induction of stem cell
markers following induction of EMT (22), we next determined
the relationship between EMT score and stem cell character-
istics such as CD44high/CD24low proﬁle and highALDHactivity.
As shown in Fig. 2B, a, 2101 cells were equally partitioned into a
CD44high and a CD44!/low populations as compared withMCF-
7 cells, which displayed only a CD44! proﬁle. Furthermore,
measurements of ALDH activity showed a spectrum of high
ALDH activity, with levels increasing in parallel to the
estimated EMT score in MCF-7, SNAI1, SNAI1-6SA, and
2101 cells (Fig. 2B, b). Indeed, Fig. 2B(ii) shows that 2101
cells harbored the highest level of ALDH activity (92%
ALDHþ) and MCF-7 cells the lowest (56% ALDHþ). Addi-
tional experiments showed an increased exclusion of the
Hoechst dye, an increased expression of the stem cell
markers SOX2, OCT4, NANOG, as well as spheroid formation
and tumorigenicity in EMTed subclones (Supplementary
Data S1). Consistent with these results, ZEB1 has been
reported to link EMT activation and maintenance of stem-
ness by suppressing stemness-inhibiting miRNAs (23). These
results suggest that our EMTed clone exhibit stem cell–like
properties.
Impairment of tumor cell susceptibility to CTL-mediated
lysis upon EMT
To examine the functional consequences of target cell
plasticity on speciﬁc T-cell–mediated lysis, we used the Heu33
CTL clone, which is able to lyse the parental MCF-7 cell line in
an HLA-A2–restricted manner (11). As shown in Fig. 3A, a
signiﬁcant decrease in EMTed target cell susceptibility to CTL-
mediated killing was observed. To determine whether
impairment of T-cell–mediated lysis correlated with defects in
recognition of Snail1-expressing cells, we examined conjugate
formation between Heu33 CTL and MCF-7 cells or their deriv-
ative clones by confocal microscopy. The results shown in Fig.
3B, a indicate thatMCF-7 parental cells were able to form stable
conjugates with the Heu33 clone and could induce T-cell
activation, as shown by an increase in tyrosine phosphorylation
at the cell contact area. In contrast, a signiﬁcant decrease of
phosphotyrosine stainingwasdetectedwhen theCTLclonewas
culturedwithmesenchymal cells (2101, SNAI1, and SNAI1-6SA),
as conﬁrmed by statistical analysis (Fig. 3B, b). The decrease in
phosphotyrosine accumulation at the contact zone formed
between mesenchymal and CD8þ T cells reveals an alteration
in the signaling events occurring at the immune synapse that
may be potentially due to the expression of Snail. When
reported as the percentage of active conjugates, a signiﬁcant
decrease in conjugates with phosphotyrosine accumulation
was observed between the mesenchymal cells and CD8þ T
lymphocytes as compared with those observed between paren-
tal MCF-7 cell line and CTLs (Fig. 3B, c). As shown in Fig. 3C,
mesenchymal tumor cells were less efﬁcient in triggering
cytokine production by CTL clone, indicating an inﬂuence of
the EMT phenotype acquisition on T-cell reactivity.
Despite our increasing knowledge about tumor escape
mechanisms, the involvement of EMT in tumor resistance to
CTL-mediated killing and, in particular, how it counteracts
effector T-cell responses has not been well documented. Here,
we provide evidence that the acquisition of an EMTed phe-
notype results in the inhibition of target cell susceptibility to
TCR-dependent lysis. In a previous study, we showed that
resistance may be associated with morphologic changes (8).
Our ﬁndings conﬁrm that understanding the tumor behavior,
especially in the context of tumor cell plasticity, and its
interplay with effector cells will be key determinants in
providing a rational approach to tumor immunotherapy.
Accordingly, the various strategies aimed at the induction of
antitumor cytotoxic responses should therefore consider the
morphologic changes described in this report as an antitumor
mechanism of tumor escape that is partly involved in resis-
tance of cancer cells to CTL-mediated cytotoxicity.
EMT-induced tumor cell resistance to CTL-mediated
lysis involves the induction of autophagy
We next asked whether EMT-dependent impairment of
target cell susceptibility to CTL-mediated killing is associated
with the activation of autophagy. Cells were transfected with
GFP-LC3 to monitor the formation of autophagosomes. While
no autophagosomes were detected in parental and control
MCF-7 (MCF-7 and MCF-7 empty vector), the formation of
autophagosomes (green dot–like structures) was observed in
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2101, SNAI1, and SNAI1-6SA cells (Fig. 4A). To analyze the
autophagy ﬂux, mesenchymal cells were treated with chloro-
quine, which induces the accumulation of autophagosomes
and prevents their degradation by lysosomes. Figure 4B shows
that, in the absence of chloroquine, there was an increase in
both LC3-I and -II in the EMTed cells, suggesting autophagy
induction in these cells. Whenmesenchymal cells were treated
with chloroquine, there was an accumulation of LC3-II. Taken
together, these data provide compelling evidence that autop-
hagy ﬂux is activated in cells undergoing EMT.
Figure 2. Differential EMT index is correlatedwith stem cell properties. A, EMT scores of cell lines. Underneath the bars is the corresponding breast cancer cell
line name. B, impact of EMT-induced autophagy on cell surface markers of stemness and ALDH activity. a, contour plots are representative of CD44
and CD24 expression. b, identiﬁcation of the ALDHLow and ALDHHigh populations. The þDEAB (inhibitor) control samples were used to set the gate where
all cells were excluded. This gate was then applied to the !DEAB test sample, identifying the ALDHHigh population. The percentage of ALDHHigh cells is
indicated at the top right corner. The Aldeﬂuor assay was repeated at least 2 times for each cell line using a different passage at each time.
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Interestingly, the expression of the autophagy marker ATG5
was detected in human breast cancer tissues expressing the
EMTmarker SNAI2 (Fig. 4C, a and b). This ﬁgure shows clearly
that ATG5 is localized in SNAI2-positive areas of tumors. As
shown in Supplementary Data S5, the result of co-expression of
EMT and autophagy markers in human breast cancer tissues
was conﬁrmed using another autophagymarker (LC3B). These
ﬁndings suggest that EMT and autophagy markers co-express
in human breast cancer tissues.
Inhibition of autophagy by targeting beclin1 (Fig. 5A, a)
sensitized mesenchymal tumor cells to CTL-mediated killing
(Fig. 5A, b), which suggests that the process of EMT activates
autophagy-dependent mechanisms to maintain tumor cell
resistance to CTL. As EMTed ALDHþ-sorted cells were more
resistant to the CTL-induced cell lysis (Supplementary Data
S2), we suggest that the induction of autophagy and stem-like
properties by the EMT program is critically important for the
emergence of tumor cell resistant variants.
Data mining analysis was conducted to provide insight on
how EMT regulates autophagy. Gene array results showed that
the majority of autophagy core machinery genes (ATG) were
not regulated at the transcriptomic level in Snail-expressing
cells. BECN1 (ATG6) is the only ATG gene that was found to
be signiﬁcantly upregulated in 2101, SNAI1, and SNAI1-6SA, by
approximately 2-fold. This supports the notion previously
reported that autophagy machinery is not regulated at the
Figure 4. Autophagy ﬂux in
mesenchymal cell lines;
coexpression of EMT and autophagy
markers on human breast cancer
serial tumor sections. A, formation of
autophagosomes in GFP-LC3–
expressing cells. Bar, 10 mm. B, left,
Western blot analysis of the
expression of autophagy markers
LC3-I and -II in cells cultured in the
absence (!) or presence (þ) of
chloroquine (CQ). Right,
quantiﬁcation of LC3-II/actin ratio of
theWestern blotting results. C, a and
b, human breast cancer biopsies




Figure 3. EMT decreases target cell susceptibility and reactivity to CTL clone. A, cytotoxicity was determined by a conventional 4-hour 51Cr release assay at
different ratios. Heu33 cells were used as effectors. Bars indicate SDs. B, (a), lack of phosphotyrosine accumulation at the immune synapse formedbetween T
cells and mesenchymal cell lines (blue: nucleus; green: phosphotyrosine). quantiﬁcation of phosphotyrosine intensity was conducted using the Region
Measurements function of the ImageJ software (b). conjugates formed between T cells and tumor cells were scored by visual counting using a confocal
microscope (c).Meannumber of active synapses/ﬁeld counted in 10different ﬁelds/cell linewere randomly selected.C, TNF-bproductionby theT-cell clone in
response to tumor cell stimulation.
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transcriptional level but mainly regulated by 3 types of post-
translational modiﬁcations (phosphorylation, ubiquitylation,
and acetylation; reviewed in ref. 24). As no transcriptional
regulation of ATG genes involved in the core autophagy
machinery was observed, we devoted more attention to the
genes involved in the regulation of autophagy and thus iden-
tiﬁed DAPK1, PTEN, and CDKN2A. While the involvement of
DAPK1 in the induction of autophagy is nowwell documented,
PTEN and CDKN2A genes can regulate several cell functions,
including cell cycle, apoptosis, and autophagy. Although much
remains to be learned mechanistically, our result discloses for
the ﬁrst time a functional link between EMT and autophagy via
PTEN and CDKN2A and thus paves the way for further
investigations.
In conclusion, these data indicate that the acquisition of an
EMTphenotype is an additional immune escapemechanism in
tumor cells. Of interest, cells undergoing EMT acquired resis-
tance to CTL-induced cell death, which reveals an insight into
the signiﬁcance of tumor cell plasticity and tumor resistance
pathways. More importantly, the present work shows a rela-
tionship between EMT, autophagy, stem-like characteristics,
and resistance of cancer cells toCTL-induced killing. This is the
ﬁrst report, using expression proﬁling, to show the molecular
link between EMT and autophagy in cells displaying an EMT
Figure 5. EMT-induced impairment of tumor cell susceptibility to CTL-mediated lysis is associated with the induction of autophagy. A, targeting EMT-induced
autophagy restores mesenchymal tumor cells sensitivity to CTL-mediated lysis. Western blot analysis of the expression of beclin1 (BECN1) in untransfected
cells and in cells transfectedwith either BECN1or luciferase siRNAs (a). CTL-mediated cytotoxicity toward tumor cells at different E:T ratios (b). B,modulation
of autophagy inducer and repressor genes in cells displaying an EMT phenotype. List of genes connecting EMT to autophagy (red, upregulated genes;
green, downregulated genes; a). Real-time quantitative PCR (b) showing mRNA expression of selected genes involved in the induction/repression of
autophagy. 18S was used as an endogenous control.
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phenotype. The in-depth analysis of the precise contribution of
EMT transcription factors in autophagy regulation and how
this homeostatic process is mechanistically linked to the
maintenance of breast stem cell marker expression in tumor
cells may improve our understanding of the relationship
between EMT and tumor resistance to immune surveillance.
These results indicate that reversing EMT to avoid immune
resistance may represent a promising treatment strategy.
Unraveling autophagy, a pharmacologically targeted mecha-
nism, as an EMT-induced process could help to sensitize
resistant EMTed cells to immunotherapy approaches.
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SUPPLEMENTARY DATA LEGENDS: 
Figure S1. Cancer stem cell properties of EMTed and autophagic cell lines. 
(A) Relative expression of SOX2, OCT4 and NANOG mRNAs was monitored by SYBR-Green 
qRT-PCR in MCF-7 and EMTed cell lines. Expression level of 18S was used as an endogenous 
control. (B) Detection of side population (SP) enriched in stem cells by flow cytometry. 
Hoechst 33342 (HO)–stained MCF-7 and EMTed cells were separated into SP cells that efflux 
the dye (fluorescence negative) and non-SP cells that retain the dye (fluorescence positive). 
(C) MCF-7- and EMTed cell line-derived mammospheres. Mammospheres were generated by 
seeding a single tumor cell per well previously coated with the non-adhesive substrate 2-
hydroxyethylmethacrylate (poly-HEMA [Sigma]). Three 96-well plates were used to quantify 
mammospheres for each cell line. (D) In-vivo tumorigenic capacity: MCF-7 and EMTed cell 
lines (10 x 106 cells/mouse) were subcutaneously inoculated into the right flank of Balb-
Ragγc-/- female mice (5 weeks of age, n = 4 per group). Before cell injections, pellets releasing 
17β-estradiol were implanted between the skin and muscle after skin incision. Error bars 
represent mean ± S.D. * p < 0.001. 
 
Figure S2. SNAI1-6SA cells were sorted by flow cytometry (MoFlo® Astrios™ - Beckman 
Coulter, Inc) based on their ALDH activity. Sorted  SNAI1-6SA-ALDH+ and SNAI1-6SA-ALDH- 
cells were then submitted to a conventional 4h 51Cr release assay with Heu33 CTL clone. Bars 
indicate SDs.  
* p < 0.001.  
 
Figure S3. List of EMT- and autophagy-related differentially expressed genes in SNAI1- and 
SNAI1-6SA-expressing MCF-7 cells. 
 
Figure S4. Data mining of microarray data showing the connections between EMT and 
autophagy-related genes.  
 
Figure S5. Human breast cancer biopsies were stained for SNAI2 and LC3B expression by 
immunohistochemistry on serial tumor sections. 
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Epithelial to mesenchymal transition (EMT) has become one of the most 
exciting fields in cancer biology. While 
its role in cancer cell invasion, metastasis 
and drug resistance is well established, 
the molecular basis of EMT-induced 
immune escape remains unknown. We 
recently reported that EMT coordinately 
regulates target cell recognition and 
sensitivity to specific lysis. In addition 
to the well-characterized role for EMT 
in tumor phenotypic change including 
a tumor-initiating cell phenotype, we 
provided evidence indicating that EMT-
induced tumor cell resistance to cytotoxic 
T-lymphocytes (CTLs) also correlates 
with autophagy induction. Silencing of 
BECN1 in target cells that have gone 
through the EMT restored CTL suscep-
tibility to CTL-induced lysis. Although 
EMT may represent a critical target 
for the development of novel immu-
notherapy approaches, a more detailed 
understanding of the inter-relationship 
between EMT and autophagy and their 
reciprocal regulation will be a key deter-
minant in the rational approach to future 
tumor immunotherapy design.
It is well established that the growth and 
spread of cancer depends as much on the 
host response to tumor as on the bio-
logical characteristics of the tumor itself. 
This interaction is at its most intimate 
and dynamic within the tumor microen-
vironment. In this regard, evidence has 
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been accumulated clearly indicating that 
antitumor CTL induction is not sufficient 
because effector T cells are downregulated 
in situ. This is in part due to the plasticity 
and complexity of the tumor microenvi-
ronment. In this respect, there are increas-
ing indications that the tumor stroma 
components play a crucial role in the con-
trol of the local immune response, and 
contain many overlapping mechanisms to 
maintain tumor functional disorder and 
evasion of antigen-specific CTLs.
In a recent report, using the breast 
MCF-7-derived tumor cells that have 
undergone EMT following overexpression 
of wild-type SNAI1/SNAIL or the consti-
tutively activated (SNAI1-6SA) protein, 
or by the acquisition of TNFα resistance 
(2101 cells), we showed that EMT tran-
scription factors are not the only way to 
induce an enhanced phenotypic plasticity 
resulting in breast cancer cell resistance to 
CTLs. We also show that the acquisition 
of resistance to TNF leads to EMT induc-
tion and the subsequent resistance to anti-
gen-specific killer cells. It is worth noting 
that the acquisition of resistance to TNF 
and the high EMT score of TNF-resistant 
(2101) cells suggest the existence of a 
level of complexity in the EMT process 
in which multiple molecules act together 
to mediate EMT, rather than the master 
regulators acting on their own.
Consistent with the role of autophagy 
as a cell-protective mechanism, we investi-
gated whether the activation of the EMT 








SNAI1-overexpressing breast cancer cells, 
suggesting that SNAI1 or the EMT pro-
gram induces autophagy independently 
of the modulation in the expression of 
ATG genes. Data mining of microarray 
results predicted, however, a functional 
link between an EMT marker and some 
autophagy inducers and repressors. These 
data strongly suggest that the EMT acti-
vates autophagy flux indirectly by regu-
lating key autophagy repressor or inducer 
genes. In order to further understand the 
relationship between the EMT and tumor 
resistance to immune surveillance, ongo-
ing studies are focusing on the analysis of 
the precise contribution of EMT transcrip-
tion factors in autophagy regulation and 
how this homeostatic process is mechanis-
tically linked to the maintenance of breast 
stem cell marker expression in tumor cells.
Our studies suggest EMT-induced 
autophagy is a novel mechanism by which 
tumor cells regulate CTL reactivity and 
remains to be learned mechanistically, this 
result extended the role of SNAI1 as a reg-
ulator of autophagy and paves the way to 
an interesting topic of research. Although 
targeting BECN1 in mesenchymal cells is 
sufficient to restore CTL-mediated tumor 
cell lysis, it has no effect on cell morphol-
ogy and the expression of EMT markers. 
This finding suggests that autophagy is a 
downstream target of the EMT program 
in breast cancer cells. It is worth noting 
that our results are not in line with other 
recently published reports showing that 
autophagy promotes hepatocellular carci-
noma cell invasion through activation of 
the EMT.
To identify transcriptional changes of 
other autophagy core machinery genes 
that are specific responses toward SNAI1 
expression, a comparative differential 
gene expression analysis using cDNA 
microarrays was performed. We did not 
detect any modulation of ATG genes in 
program in tumor cells is associated with 
the induction of autophagy. Our results 
showed that expression of SNAI1 in 
breast cancer cells induces an epithelial 
dedifferentiation program that coincides 
with a drastic change in cell morphol-
ogy and the activation of autophagy flux. 
Interestingly, we found that BECN1 is 
upregulated in mesenchymal cells com-
pared with epithelial cells. Although the 
molecular mechanism by which the EMT 
program affects the expression of BECN1 
remained to be addressed, several lines of 
evidence indicate that this may be related 
to SNAI1- or EMT-dependent repres-
sion of a miRNA(s) involved in modu-
lation of BECN1 expression. Indeed, it 
has been reported that MIR30A inhibits 
the expression of BECN1, and that the 
transcription factors SNAI1 and ZEB1 
bound to E-boxes in the MIR34A/B/C 
promoters, thereby repressing MIR34A 
and MIR34B/C expression. While much 
Figure 1. the acquisition of an Emt phenotype in the context of microenvironmental stroma reactivity confers resistance to ctL-mediated lysis 
through autophagy induction.
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impede their cytotoxic activity and further 
point to the complex relationship between 
the tumor system and the immune sys-
tem. They also suggest that the selection 
of cells that have gone through the EMT, 
through autophagy-induced resistance, 
among epithelial tumor cells may origi-
nate not only from signals produced by 
the nontumor cells that constitute the 
tumor microenvironment, but also by the 
immune effectors infiltrating the tumors 
and their secreted cytokines (i.e., TNF, 
TGFβ1). This also suggests that the 
antigen-specific killer cells not only have 
antitumor function, but also paradoxi-
cally immunoedits tumors, facilitating 
tumor escape and progression. Although 
much remains to be explored in the EMT-
MET (mesenchymal epithelial transition) 
cycle in controlling metastasis, the sys-
tematic determination of EMT score may 
improve the therapeutic management of 
breast carcinomas, and strategies to tar-
get cells that have gone through the EMT 
might hold promise for prevention or 
treatment.
Tumor stroma components are 
engaged in an active molecular crosstalk 
that has serious implications for immu-
nological recognition of tumor in shaping 
the microenvironment. Accordingly, the 
various strategies aimed at the induction 
of antitumor cytotoxic responses should 
therefore consider the morphological 
changes described in this report as an anti-
tumor mechanism of tumor escape, partly 
involved in resistance of tumor cells to cyto-
toxicity. Therefore, a better understanding 
of the crosstalk between cytotoxic T cells 
and tumor stroma-induced EMT as well 
as the molecular mechanisms that regu-
late EMT-induced resistance to cell death 
of cells that are committed to progress and 
invade, may open new perspectives for the 
development of novel treatment strategies 
to enhance the efficacy of cancer immu-
notherapy. Our results clearly suggest new 
insights into immunotherapeutic strate-
gies by manipulating EMT and auto-
phagy to avoid tumor immune evasion. 
However, preclinical work will be needed 
to test more specific autophagy inhibitors 
and block autophagy in tumors, as well as 
allow EMT targeting (Fig. 1).
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ABSTRACT
The molecular basis for the resistance of tumor cells to cell-mediated cytotoxicity remains poorly
understood and thus poses a major challenge for cancer immunotherapy. The present study was
designed to determine whether the WNT1-inducible signaling pathway protein-2 (WISP2, also
referred to as CCN5), a key regulator of tumor cell plasticity, interferes with tumor susceptibility to
Cytotoxic T Lymphocytes (CTL)-mediated lysis. We found that targeting WISP2 signaling in human
breast adenocarcinoma MCF7 cells impairs CTL-mediated cell killing by a mechanism involving
Kruppel-like factor-4 (KLF-4) induction and microRNA-7 (miR-7) downregulation. Inhibition of
TGF-β signaling using the A83-01 inhibitor in MCF7-shWISP2 cells resulted in a significant reversal 
of the Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT) phenotype, the expression of stem cell marker
KLF-4 and a partial recovery of target susceptibility to CTLs. More importantly, we showed that
silencing of KLF-4 was accompanied by a reduction in MCF7-shWISP2 resistance to CTLs. Using
human breast cancer tissues, we demonstrated the coexpression of KLF-4 with EMT markers and
TGF-β pathway. More importantly, we found that KLF-4 expression was accompanied by miR-7 
inhibition, which is partly responsible for impairing CTL-mediated lysis. Thus, our data indicate that
WISP2 plays a role in regulating tumor cell susceptibility through EMT by inducing the TGF-β 
signaling pathway, KLF-4 expression and miR-7 inhibition. These studies indicate for the first time
that WISP2 acts as an activator of CTL-induced killing and suggests that the loss of its function
promotes evasion of immunosurveillance and the ensuing progression of the tumor.
Keywords: WISP2, TGF-β, EMT, CTL, KLF-4, miR-7   
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INTRODUCTION
Although the identification of tumor-associated antigens (TAAs) provided a new arsenal of
approaches to enhance antigen-specific immune responses, the immunotherapy approaches that are
currently used in the clinic have only had limited success. The ultimate goal of most of the reported
immunotherapy strategies is to induce a strong cytotoxic T lymphocyte (CTL) response. The
prevailing view is that induced CTLs will eradicate tumor cells. However, this view has been
seriously challenged by clinical observations showing that, even if a strong and sustained cytotoxic
response is induced, complex issues persist, such as tumor evasion, and the selection of immune-
resistant tumor cell variants remain 1. The coexistence of tumor cells and tumor-specific circulating
CD8+ T cells in cancer patients remains an intriguing paradox in tumor immunology. Extensive
studies have shown that tumor cells themselves play a crucial role in modulating the host immune
response, so that they can maintain their functional disorder and evade immune surveillance.2 In this
regard, it has been suggested that tumor cell growth in vivo is not only influenced by CTL-tumor cell
recognition, but also by tumor susceptibility to cell-mediated death.3 Although the resistance of
tumor cells to cell-mediated cytotoxicity remains a major impediment for cancer immunotherapy, its
molecular basis is poorly understood. Resistance to CTL-mediated cytotoxicity has been attributed to
several possible mechanisms,4 and growing evidence suggests a gain of plasticity is a new tumor
adaptation to escape immunological strategies during tumor progression.5 In this regard, epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT), a de-differentiation process implicated in metastasis and the
generation of cancer initiating cells (CICs) in solid tumors, has been reported to involve the
activation of several important pathways that help tumors survive, grow and evolve into highly
invasive and metastatic variants.6
WISP2/CCN5 is constitutively expressed in less-aggressive human breast cancer cell lines, but
minimally detected in moderately aggressive breast cancer cell lines and undetectable in highly
aggressive lines.7,8 It has been suggested that WISP2 plays a role in the maintenance of a
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differentiated and non-invasive phenotype in human breast cancer cells,8 and reports indicate that a
loss in WISP2 activity may promote breast cancer progression.9,10,11 However, WISP2 has both
growth-promoting and growth-arresting competence, depending on the cell type and the cellular
microenvironment.12 There is significant experimental evidence to show that WISP2 plays an anti-
invasive role in carcinogenesis through controlling adhesion and cell motility9,8 and interfering with
EMT. In previous studies, we showed that EMT coordinately regulates target cell recognition and
sensitivity to specific lysis by promoting autophagy,13,14 suggesting that EMT may represent a critical
target for the development of novel immunotherapeutic approaches. Although the role of WISP2 in
oncogenesis has been well characterized, its putative role in the regulation of the immune system
remains unknown.
In consideration of these previous findings, we sought to determine whether WISP2 exerts its tumor
growth control function by interfering with the anti-tumor cytotoxic response. Our data indicate that
WISP2 may orchestrate a dynamic molecular cross-talk between killer cells and target cells that has
implications for recognition of the tumor by immune cells and in shaping tumor target sensitivity to
CTL-induced cell death.
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RESULTS
Targeting WISP2 activates TGF-β signaling and induces EMT, as respectively revealed by 
ssSGEA and EMT score
WISP2 functions to suppress TGF-β-induced transcriptional responses as well as invasion that occurs 
concomitant with EMT.10 Immunofluorescence analysis showed down-regulation of the epithelial
markers E-cadherin, β-catenin, ZO-1 and cytokeratin 18 in the MCF7-shWISP2 cell line compared 
with parental MCF7 cells and shScrambled cells (Figure 1A). To evaluate the influence of WISP2
targeting on the degree of TGF-β-signaling activation, we performed ssGSEA15 using four gene sets
related to TGF-β signaling (Figure 1B) from Msigdb v3.0.16 We found that TGF-β signaling was 
increased significantly in WISP2-knockdown cells as compared with the parental MCF7 or MCF7-
shScrambled (Mann-Whitney U-test, p = 0.004). We next used the EMT score to quantitatively
estimate the effect of WISP2 targeting on the degree of ‘EMT-ness’ in the cells,13 with most
epithelial-like cells bearing an EMT score of -1.0, and most mesenchymal-like exhibiting a score of
+1.0. A large shift in the EMT score from -0.97~-1.0 to +0.34 was observed when MCF7 were
treated with shWISP2 (Figure 1C). This finding demonstrates that WISP2 knockdown MCF7 cells
acquired a mesenchymal-like phenotype in contrast to the epithelial-like parental or shScrambled-
treated MCF7 cells. This is in concordance with a gain in the expression of EMT markers SNAI1
(Snail), SNAI2 (Slug), Twist, Zeb1, Vimentin and N-cadherin for MCF7 with shWISP2
(Supplementary data 1; Sabbah et al., submitted for publication).
Down-regulation of HLA-A2 and TAP1/2 expression, and altered CTL reactivity by targeting
WISP2
To examine the functional consequences of WISP2-induced TGF-β signaling in MCF7 cells, we 
tested their susceptibility to lysis by the H33 CTL clone, which can lyse the parental MCF7 cell line
in a HLA-A2-restricted manner.17 As shown in Figure 2A, we observed a significant decrease in
shWISP2 cell lysis as compared with parental MCF7 or shScrambled cells. Based on these data, we
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attempted to determine whether the decrease in target killing interferes with CTL reactivity. For this
purpose, we first tested the influence of WISP2 loss on HLA-A2 expression. FACS analysis
indicated a significant decrease in HLA-A2 expression in WISP2-knockdown cells (Figure 2B(a)).
Furthermore, western blotting analysis showed that both TAP1 and TAP2 expression were down-
regulated in MCF7-shWISP2 cells as compared with the control cells (Figure 2B(b)). More
importantly, co-culture of the H33 CTL clone with MCF7-shWISP2 resulted in a significant
inhibition of TNF-β secretion by this clone (Figure 2B(c)). Collectively, these data indicate that 
WISP2 targeting interferes with the cross-talk between CTLs and their target and induces an
alteration in CTL reactivity.
Selective induction of KLF4 following WISP2 targeting and its silencing alleviates MCF7-
shWISP2 resistance to CTLs
Previous studies have indicated that the expression of the stemness transcription factor Nanog
regulates cell susceptibility to CTL-mediated cell killing.18 We therefore examined the effect of
WISP2 targeting on the acquisition of stem cell-like properties, such as the expression of stem cell
transcription factors SOX2, OCT4, Nanog, CD133, and KLF4. Results from qRT-PCR showed a lack
of increase in the expression of these transcription factors in shWISP2-mesenchymal cell line with
the exception of KLF4, which was strongly overexpressed in these cells as compared with the
parental MCF7 and shScrambled cells (Figure 3A). These results suggest that activation of TGF-β 
signaling in EMTed MCF7-shWISP2 cells confers stem cell-like properties to these cells through the
positive regulation of KLF4 expression.
To determine the putative role of this transcription factor in the regulation of MCF7-shWISP2 cell
susceptibility to CTL-mediated lysis, we explored the functional consequences of KLF4 silencing
using specific siRNA. MCF7-shWISP2 cells were silenced for KLF4 and subsequently used as
targets in a cytotoxic assay. As shown in Figure 3B, silencing of KLF4 significantly restored the
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susceptibility of MCF7-shWISP2 cells to CTL clone-mediated lysis. These results indicate that KLF4
plays an important role in the regulation of mesenchymal cell susceptibility to CTL-mediated lysis.
KLF4 coexpresses with EMT markers and TGF-β signaling pathway proteins  
We identified in vitro that WISP2 targeting induced activation of the TGF-β/Smad signaling pathway 
to regulate KLF4 expression. Thus, we next asked whether EMT markers, TGF-β pathway proteins 
and KLF4 were co-expressed in human tissue breast carcinoma of the basal-like subtype using
immunohistochemistry. For this purpose, twenty patient biopsies were used. We found that the
expression of EMT and TGF-β signaling markers correlated with KLF4 expression in these samples 
(Figure 4). As depicted in Figure 4, Twist, TGF-β, and SMAD2/3 proteins and a loss of E-cadherin 
expression are localized in KLF4-positive areas of tumors. These findings illustrate that EMT/TGF-β 
signaling markers are co-expressed with KLF4 in human invasive basal breast carcinoma.
TGF-β-mediated inhibition of target cell susceptibility to specific lysis through regulation of miR-7
expression
To gain more insight into how TGF-β signaling regulates the expression of KLF4, we performed 
miRNA profiling in untreated and A83-01-treated MCF7-shWISP2 cells and assessed the expression
of 59 miRNAs (Figure 5A). We first compared the profile of miRNA in shScrambled and shWISP2-
expressing cells. Such profiling yielded a list of 26 (44%) up- and 29 (49%) down-regulated miRNAs
in MCF7-shWISP2 cells, thus displaying an activated TGF-β signaling. The expression of only four 
miRNAs (6.7%) was not affected in MCF7-shWISP2 cells. Similar profiling was next performed in
untreated and A83-01-treated MCF7-shWISP2 cells displaying inhibited TGF-β signaling. 
Interestingly, we showed that the number of up- and down-regulated miRNAs dramatically dropped
to only two up- and two down-regulated miRNAs (Figure 5B). This data indicates that the activation
of TGF-β signaling in MCF7-shWISP2 cells regulates some miRNAs involved in the regulation of 
several signaling pathways. Having demonstrated that KLF4 plays a critical role in MCF7-shWISP2
cells, we focused our attention on miRNAs that target this gene. In silico analysis using the miRDB
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database revealed that KLF4 is predicted to be targeted by 47 miRNAs. Among these 47 miRNAs,
we identified four candidates (miR-7-5p, miR-429, miR-200b-3p and miR-200c-3p) whose
expression was inversely correlated with that of KLF4 in shWISP2-expressing cells (Figure 5C). The
regulated expression of these miRNAs was validated by real-time PCR in MCF7-shScrambled,
MCF7-shWISP2 and A83-01-treated MCF7-shWISP2 cells (Figure 5D). This result further indicates
that the impairment of CTL-mediated lysis in MCF7-shWISP2 cells is most likely related to the
TGF-β-dependent inhibition of miR-7-5p, miR-429, miR-200b-3p and miR-200c-3p expression 
involved in targeting KLF4. To investigate which miRNA is predominantly involved in this event,
we restored the expression of each miRNA in MCF7-shWISP2 cells using miRNAs precursors
(Figure 5E(a)). Cytotoxicity assay showed that only restoration of miR-7-5p was able to significantly
restore the CTL-mediated lysis (Figure 5E(b)). These results indicate that the TGF-β-mediated 
inhibition of mesenchymal cell susceptibility to T-cell-mediated lysis involves miR-7 inhibition.
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DISCUSSION
An increasing accumulation of data supports the notion that the tumor stroma plays a crucial role in
controlling immune protection and contains many overlapping mechanisms to maintain tumor
functional disorder and evasion from antigen-specific immunotherapy. In addition, the complexity of
the tumor ecosystem in its deviation of the functions of tumor-infiltrating cells and in its activation of
tumor resistance mechanisms is well established. In this context, the aim of this study was to explore
the role of WISP2 in the acquisition of cell plasticity and determine whether it interferes with the
acquisition of tumor cell resistance to CTL-mediated cytotoxicity, using in vitro cultured breast
cancer cells as a model. We first employed new approaches, based on the use of ssGSEA and EMT
scoring, to illustrate that WISP2 targeting in breast cancer cells inhibited the expression of TGF-β 
signaling and promoted EMT. This is in agreement with results of western blotting analysis
(Supplementary Data 1; Sabbah et al., submitted for publication).
TGF-β, an important regulator of immune functions, suppresses T cell-mediated anti-tumor immunity 
by directly inhibiting the differentiation and functions of various effector T lymphocytes, such as Th1
cells and cytotoxic CD8+ T lymphocytes.19 In addition to its direct immune suppression, we here
show that the activation of TGF-β signaling, following WISP2 targeting in tumor cells, exerts a dual 
effect by promoting the EMT phenotype and subsequently impairing CTL effector functions. This
finding is in support of our previous studies that showed that Snail-induced EMT confers resistance
of target cells to specific CTL activity.13,14 As Ag recognition by tumor-specific CD8+ T cells strictly
correlates with the efficiency of tumor recognition, we sought to gain more insight into WISP2
knockdown-induced impairment of CTL activity by addressing whether WISP2 interferes with the
cross-talk between effector and target cells and, subsequently, target recognition. Our data indicate
that WISP2 targeting has an inhibitory effect on TAP1, TAP2 and HLA-A2 expression levels, which
ultimately resulted in an attenuation of CTL clone reactivity, as revealed by its capacity to secrete
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TNF-β. These results emphasize that WISP2 has implications in tumor recognition by immune cells, 
as well as in tumor cell killing, by shaping its plasticity.
A relationship between EMT and Breast Cancer Stem Cells (BCSCs) has emerged, with evidence
that the progression of a mammary epithelial cell through an EMT generates cells with properties of
BCSCs.20 In addition, recent studies have provided strong evidence for the critical role of TGF-β 
signaling in regulating the dynamics of cell populations within malignant breast tumors, achieved by
favoring the acquisition of cancer stem cell-like properties.21 Indeed, one report shows that the
acquisition of stem cell-like properties may be a function of the stromal microenvironment.22 In this
regard, we asked whether WISP2 targeting (a) induced the inhibition of target cell susceptibility to
specific lysis, (b) interferes with the regulation of transcription factors associated with the self-
renewal potential of cancer stem cells, and (c) is able to endow tumor cells with CSC-like features
through regulation of miRNA expression.
Our data clearly show a selective induction of KLF4 in WISP2-deficient cells. Several studies have
indicated that the poor clinical outcomes of vaccination are primarily caused by mechanisms of
immune tolerance, especially within the tumor microenvironment. Here, we report that activation of
TGF-β signaling in tumor target cells following WISP2 inhibition drives the evolution of these cells 
toward immune resistance by acquiring a stem-like phenotype that alters the CTL response.
While KLF4 was found to be highly expressed in more than 70% of breast cancers and functions as
an oncogene, the exact mechanism by which KLF4 enhances tumorigenesis and breast cancer cell
immunosurveillance evasion remains unknown. Its potent oncogenic role in mammary tumorigenesis
likely occurs by maintaining stem cell-like features and by promoting cell migration and invasion.23
The current studies clearly point to a direct and critical role of TGF-β-dependent induction of KLF4 
in the impairment of CTL-mediated tumor cell lysis. Indeed, cancer stem cells have been shown to
resist cell death induced by apoptotic and chemo- or radiotherapeutic agents.24,25 Here, we provide
evidence indicating that KLF4 induced in target cells is an additional stemness transcription factor
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playing a crucial role in the regulation of target cell susceptibility to specific lysis. This transcription
factor is known to regulate proliferation, differentiation, and apoptosis.26 Other findings support a
crucial role for KLF4 in the maintenance of genetic stability by modulating the DNA damage
response and repair processes.27 It is tempting to speculate that, in response to microenvironmental
cues and their signaling, tumor cells can alter their phenotype and, consequently, modulate tumor
heterogeneity and anti-tumor immune responses. Indeed, TGF-β is a critical component of the tumor 
microenvironment. MCF7-shWISP2 were treated with A83-01, a small molecule inhibitor of TGF-β 
receptor type I kinase, to ascertain if inhibiting TGF-β signaling could restore target cell phenotypes 
and their susceptibility to CTLs. Indeed, we showed that such treatment resulted in an inhibition of
Smad2 phosphorylation (Supplementary Data 2A), and a partial reversal of the EMT phenotype
(Supplementary Data 2A and B). Moreover, TGF-β inhibition in part restored CTL-mediated lysis of 
MCF7-shWISP2 cells (Supplementary Data 2C), which correlated with a dramatic inhibition in
KLF4 transcription (Supplementary Data 2D). These observations suggest that TGF-β antagonists 
enhance anti-tumor immune responses by blocking the signaling and subsequent targeting of multiple
cellular components. It should be emphasized that not only the systemic neutralization, but also the
selective blockade of TGF-β signaling may be effective in regulating anti-tumor responses, as A83-
01 was effective in suppressing melanoma bone metastases.28
miRNAs have been reported to regulate transcription factors associated with stemness. In this regard,
miRNA-145 has been reported to regulate OCT4, SOX2, and KLF4 and represses pluripotency in
human embryonic stem cells.29 To advance our understanding of how TGF-β signaling regulates the 
expression of KLF4, we performed miRNAs profiling in untreated and A83-01-treated MCF7-
shWISP2 cells. The activation of TGF-β signaling in MCF7-shWISP2 cells was found to regulate 
some miRNAs involved in the control of several signaling pathways. However, in our experimental
system, only the restoration of miR-7-5p could significantly restore CTL-mediated lysis. It has been
reported that miR-7-5p expression is reduced in metastatic melanoma-derived cell lines compared
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with primary melanoma cells and that, when ectopically expressed, miR-7-5p significantly inhibits
melanoma cell migration and invasion.30 In addition, it was suggested that miR-7-5p may represent a
novel tumor suppressor miRNA, acting at least in part via its inhibition of oncogenic Akt signaling.31
miR-7-5p may therefore represent a novel therapeutic approach to prevent or limit tumor metastasis.
Moreover, a very recent study has shown that miR-7 suppresses brain metastasis of breast cancer
stem-like cells by modulating KLF4 expression.23 Our data point to a novel function of miR-7-5p-
regulated KLF4 in the control of mesenchymal tumor cell susceptibility to specific lysis. Thus, our
study suggests the existence of a new relationship between WISP2, KLF4, miR-7-5p and resistance
to CTL-mediated lysis.
Taken together, our results suggest that WISP2 may orchestrate a dynamic cross-talk between the
killer and target cell signaling pathways that play a key role in the control of tumor target sensitivity
to CTL-induced cell death.




The entire open reading frame of WISP-2/CCN5 cDNA was inserted in the pCEP4-Flag vector
(Invitrogen, Illkirch, France), herein referred to as pCEP4-Flag-WISP-2. Small interfering RNA
(siRNA) oligonucleotides for WISP-2/CCN5 were designed by using the Target Finder program
(Ambion, Austin, TX). The following sequences were used to construct short hairpin RNA
interference (RNAi) vectors in pSilencer (Ambion): sh-WISP-2, 5’-
AAGGTGCGTACCCAGCTGTG-3’, and shScrambled, 5’-AGTACGTGTACAGGCGCCGT-3’,
leading to the pSilencer/sh-WISP-2 (MCF7-shWISP2) and the pSilencer/shScrambled vector (MCF7-
shScrambled), respectively.
T-cell clone, tumor cell lines and culture conditions
The T-cell-receptor (TCR)-Vβ13.6+ Heu33 CTL clone was derived from a lung cancer patient tumor
as previously described.17 MCF-7 and derivatives were grown in DMEM/F12 medium supplemented
with 10% heat-inactivated FCS (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD), 1 mM sodium pyruvate (Life
Technologies, Carlsbad, CA) and 1% penicillin-streptomycin (Life Technologies) at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% CO2. For MCF7-shWISP2 and MCF7-shScrambled, 100
μg/ml of Hygromycin-B (Life Technologies) was added to the complete medium. 
Cell morphology, actin cytoskeleton and EMT markers staining
Cell morphology images were acquired using 20 objective by phase contrast microscopy (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Actin filaments were stained by Alexa Fluor 488-coupled
Phalloidin. EMT markers were stained with the indicated antibodies (Abs) and nuclei with DAPI
(4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) (Life Technologies). Cells were cultured in IBIDI
chambers (IBIDI, Biovalley, France) and fixed with 3% paraformaldehyde for 20 min at room
temperature. Cells were then permeabilized with 0.4% Triton X-100, and unspecific sites were
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blocked with PBS-10%FBS for 15 min at room temperature prior to staining with the indicated Abs.
Cells were analyzed with a Zeiss laser scanning confocal microscope, LSM-510 Meta (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) and processed by LSM Image Examiner software (Carl Zeiss).
Western blotting
Adherent cells were lysed on the plate with lysis buffer (62.5 mM Tris-HCl [pH 6.8], 2% w/v SDS,
10% glycerol, 1 mM sodium orthovanadate, 2 mM PMSF, 25 μM leupeptin, 5 mM benzamidine, 1 
μM pepstatin and 25 μM aprotinin). Cells lysates were resolved by SDS-PAGE electrophoresis (30 
μg/sample) and transferred onto nitrocellulose membranes. After incubation in blocking buffer, the 
membranes were probed overnight at 4°C with the primary Abs. The labeling was visualized using
peroxidase-conjugated secondary Abs and with an ECL kit (Amersham Pharmacia Biotech;
Piscataway, NJ). Primary Abs against SNAI1 and E-cadherin were from Cell Signaling (Beverly,
MA). Antibodies against SNAI2 and Twist were from Abcam (Cambridge, MA). Antibodies against
Vimentin and N-cadherin were from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Antibodies
against TAP1 and TAP2 were from E. Wiertz (Utrecht, the Netherlands).
Data preprocessing of the breast cancer cell line panel
Two large breast cancer cell line datasets were established using the Affymetrix (Santa Clara, CA)
U133A or U133plus2 platform: E-TABM-157 (n=51 samples corresponding to 51 cell lines), and
GSE15026 (n=30 samples corresponding to 19 cell lines) were downloaded from Array Express and
Gene Expression Omnibus (GEO), respectively. Robust Multichip Average (RMA) normalization
was performed for each dataset. The normalized data were combined with the dataset from the
present study (n=6 samples from the parental MCF-7 cells, shWISP2-transfected cell line and
shScrambled one), and subsequently standardized using ComBat32 to remove the batch effect. The
standardized data yielded a dataset of 89 samples derived from 73 cell lines.
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Estimation of EMT score
An EMT scoring method was developed using ovarian carcinoma cell line expression profiling. The
first step was to establish an EMT signature comparing profiles of E-Cadherin/Cadherin-1 (CDH1)
with CDH2-expressing cell lines using a binary regression method (BinReg).33 In the second step, the
BinReg ovarian cancer EMT signature was applied to breast cancer cell lines to predict their EMT
status. In the third step, the top 25% (~20 samples) with the highest probabilities for an epithelial or
mesenchymal phenotype were used to obtain epithelial- or mesenchymal-specific gene lists for the
breast cancer cell lines using Significance Analysis of Microarray (SAM) q-value of 0 and ROC
value of 0.85. In the fourth step, Single Sample Geneset Enrichment Analysis (ssGSEA)15 was
employed to compute the enrichment score of a cell line based on the expression of the breast cancer
cell line-specific epithelial or mesenchymal signature genes. The EMT score is defined as the
normalized subtraction of the mesenchymal from epithelial enrichment score. The EMT score is a
precise estimate of the cell line’s status as an epithelial or mesenchymal phenotype. A higher or
lower EMT score indicates that the cell line exhibits a more mesenchymal or epithelial phenotype,
respectively.
Cytotoxicity experiments
The cytotoxic activity of the CTL clone was measured by a conventional 4 h 51Cr release assay.
Several effector: target (E:T) ratios were used on 1000 target cells per well. Supernatants were then
transferred to LumaPlate-96 wells (Perkin-Elmer, Waltham, MA), dried, and counted on a Packard
TopCount NXT (PerkinElmer, CA). Percent specific cytotoxicity was calculated conventionally.
Surface expression of HLA-A2
HLA-A2 molecule expression on tumor cell lines was quantified by immunofluorescence using
MA2.1 mAb for HLA-A2 (produced in the laboratory).
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TNF-β production assay 
TNF-β release was detected by measuring the cytotoxicity of the culture supernatants on the TNF-
sensitive WEHI-164c13 cells with an MTT colorimetric assay as previously described.34
RNA isolation and SYBR-GREEN real time-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
Total RNA was extracted from the samples using TRIzol (Invitrogen). A total of 1 µg RNA was
converted into cDNA by using Taqman Reverse transcription reagent from Applied Biosystems (San
Francisco, CA) and mRNA levels were quantified by SYBR-GREEN qPCR (Applied Biosystems).
Relative expression was calculated by using the comparative CT method (2-ΔCT). 
Flow cytometry and Hoechst assay
Cells were harvested with 0.025% EDTA and double-stained with CD44 (PE) and CD24 (APC)
mAbs, both from Miltenyi Biotec (Auburn, CA). Labeled cells were analyzed on a BD FACScalibur
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).
Exclusion of Hoechst 33342 dye assay was performed using Hoechst 33342 from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO) following manufacturer's recommendations. Labeled cells were analyzed on BD LSR
Flow Cytometer (BD Biosciences).
A83-01 treatment
Cells were treated with A83-01 (10 μM), a small molecule inhibitor of TGF-β receptor type I kinase 
activity (Tocris Bioscience, Bristol, UK), or di-methyl sulfoxide (DMSO) for 72 h.
siRNA transfection
The siRNA used was purchased from Sigma Aldrich. Luciferase (Luc) siRNA was used as a negative
control. Subconfluent cells were transfected with siRNA in Opti-MEM, using RNAiMax reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The silencing of KLF4 was assessed by
western blotting 48 h after transfection using appropriate Abs (Cell Signaling).
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Immunohistochemical staining for E-cadherin, Twist, TGF-β, SMAD2/3 and KLF4 expression  
Immunohistochemistry on human breast cancer serial sections was performed as previously
described.35 The samples were incubated with mAbs against E-Cadherin (Cell Signaling), Twist
(Abcam), TGF-β (Abcam), SMAD2/3 (Abcam) and KLF4 (Sigma Aldrich). The signal was revealed 
with the DAB HistoMouse-Max kit (Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA).
MicroRNA (miR) isolation and detection and microRNA microarray experiment
TRIzol (Invitrogen) was used to extract miRNAs. miRNA microarray analysis was conducted using
Agilent human miRNA microarray (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Rosetta resolver
software (Rosetta Biosoftware, Seattle, WA) was used for analysis. DNase I-treated total RNA (8 ng)
was subjected to qRT-PCR analysis using TaqMan miRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). miRNAs were detected and quantified by using specific miRNA primers from Ambion,
the expression levels of mature miRNAs were evaluated using the comparative Ct method (2-DCt).
Transcript levels of RNU44 were used as an endogenous control.
Statistical analyses
Data were analyzed with GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA). A Student’s t-test was
used for single comparisons. Data were considered statistically significant when p<0.05.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: Targeting WISP2 activates TGF-β signaling and induces EMT as revealed by 
immunofluorescence, ssGSEA and EMT score
(A) Immunofluorescence staining of F-actin and epithelial markers (E-cadherin, β-catenin, Zonula 
Occludens-1 (ZO-1), and cytokeratin 18). Nuclei were stained with DAPI (blue), Bar = 20 μm. (B). 
Bar plot of estimated TGF-β signaling activity in parental MCF7, MCF7-shScrambled and MCF7-
shWISP2. Colors of the bar indicate the gene sets used and the y-axis indicates the enrichment score
as computed by Single Sample Geneset Enrichment Analysis (ssGSEA). (C). Bar plot of Epithelial-
Mesenchymal Transition (EMT) score of breast cancer cell lines aligned from the most epithelial
(EMT score = -1.0) to the most mesenchymal (EMT score = +1.0). Various breast cancer cell lines
are named above or below the bar plot. Positions of parental MCF7, MCF7-shScrambled, and MCF7-
shWISP2 are indicated in black (arrows). Breast cancer molecular subtypes were assigned to each
line according to Neve et al.. 36 Maroon, red, and blue colors represent Basal-A, Basal-B, and
Luminal subtypes, respectively.
Figure 2: Down-regulation of HLA-A2, TAP1/2 expression and alteration of CTL reactivity by
targeting WISP2
(A) Cytotoxicity was determined by a conventional 4 h 51Cr release assay at different effector: target
(E:T) ratios on 1000 target cells per well. Bars indicate the mean, and the error bars indicate the
standard deviations. (B) (a) Decrease in HLA-A2 molecule expression on the surfaces of the EMTed
cells. (b) Western blot analysis of TAP1 and TAP2 expression using the indicated Abs. (c) TNF-β 
production by the T cell clone in response to tumor cell stimulation. Significant P-values are
indicated by asterisks (* P=0.03; ** P=0.003; *** P<0.001).
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Figure 3: Selective induction of KLF4 following WISP2 targeting and its silencing alleviates
MCF7-shWISP2 resistance to CTLs
(A) RT-qPCR showing relative mRNA expression of stemness markers. Values were normalized to
18s rRNA levels. (B) CTL-mediated cytotoxicity toward tumor cells at different effector: target (E:T)
ratios. Western blot analysis of KLF4 expression in untransfected cells and in cells transfected with
either KLF4 or Luciferase siRNAs. Significant P-values are indicated by asterisks (* P=0.03; **
P=0.003; *** P<0.001).
Figure 4: Coexpression of EMT markers (Twist, E-Cadherin), TGF-β signaling pathway proteins 
(TGF—β, SMAD2/3) and KLF4 in human breast cancer biopsies
Serial sections from human breast cancer biopsies were stained using immunohistochemistry. Right
panel shows an enlarged view of the boxed areas in the left panel at ×250 magnification.
Figure 5: The impact of TGF-β-induced EMT on miRNA expression 
(A) Heat map of miRNAs regulated by TGF-β signaling pathway in cell lines. Red signifies 
upregulation, whereas green signifies downregulation. (B) Number of miRNAs up- and down-
regulated with or without A83-01 (A83) treatment. (C) Relationship between KLF4 expression and
miR-7-5p, miR-429 miR-200b-3p and miR-200c-3p expression (indicated with bold arrows in A).
(D) miRNAs expression was monitored by TaqMan qRT-PCR. Expression levels of RNU44 were
used as an endogenous control. (E) (a) Control of Pre-miRNAs-precursors transfection quality by
TaqMan qRT-PCR. Expression levels of RNU44 were used as an endogenous control. (E) (b) CTL-
mediated lysis of tumor cells at different effector: target (E:T) ratios. Bars indicate mean and errors
indicate the standard deviations. Significant P-values are indicated by asterisks (* P=0.03; **
P=0.003; *** P<0.001).
Résultats Partie II - Akalay et al., Manuscript submitted for publication
Page ~148~
Supplemental Figure Legends
Supplemental Figure S1: Western blot analysis of EMT markers
The expression of each EMT marker was determined using the indicated antibodies.
Supplemental Figure S2: Inhibition of TGF-β signaling reverses partially EMT phenotype, KLF4 
expression and restores susceptibility to CTLs
(A) Western blot analysis of TGF-β signalling pathway proteins and EMT markers. (B) 
Immunofluorescence staining of actin and epithelial markers (E-cadherin and ZO-1). Nuclei were
stained with DAPI (blue). (C) Cytotoxicity was determined by a conventional 4 h 51Cr release assay
at different ratios. Bars indicate the mean, and the error bars indicate the standard deviations. (D) RT-
qPCR showing relative mRNA expression of KLF4. Values were normalized to 18s rRNA levels.
Significant P-values are indicated by asterisks (* P=0.03; ** P=0.003; *** P<0.001).
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Supplementary results (data not shown in the paper):
We have examined the effect of WISP2 targeting-induced TGF-β signaling on the acquisition of 
stem cell-like properties such as the expression of stem cell transcription factors SOX2, OCT4,
Nanog, CD133, and KLF4. Results of qRT-PCR show that there is no increase in the expression of
these factors in shWISP2-mesenchymal cell line with the exception of KLF4, which is strongly
overexpressed in this cell line as compared to parental MCF7 and sh-Scrambled ones (Figure 3A).
Similarly, very recent studies have shown that KLF4 alone is able to induce stem cell like properties
(Leng Z et al., 2013; Okuda H et al., 2013). Thus, we asked whether the expression of the
transcription factor KLF4 alone could be able to promote stem cell like characteristics in our
mesenchymal cell line. Thereby, we have studied some characteristics of BCSCs including Hoechst
dye exclusion. As shown in the Figure below, the EMTed cell line shWISP2 is characterised by a
side population two times more abundant than those of parental MCF7 and shScrambled epithelial
cell lines. Furthermore, analysis of CD44 and CD24 expression show that shWISP2 cell line has a
CD44high/CD24low profile characterising especially BCSC and that its percentage of CD44+ cell
population is much higher than that of parental and shScrambled MCF7 cell lines (Figure below).
These results suggest that WISP2 targeting-induced TGF-beta signaling activation confers stem cell-
like properties to MCF7 EMTed cell line, essentially through positive regulation of KLF4 expression.
Figure legend: TGF-β-induced EMT regulates stem-cell-like properties 
(A) Side population (SP) analysis of epithelial and EMTed cell lines using the DNA-binding dye
(Hoechst 33342). The SP cells are indicated within the gate. (B) Analysis of CD24 and CD44
expression patterns in cell lines by FACS. Anti-CD24 antibody labelled with APC and anti-CD44






















Le cancer du sein chez les femmes est un problème majeur de santé publique dans le monde. Il est
le plus fréquent chez les femmes, que ce soit dans les pays développés ou ceux en voie de
développement. Un sur dix des cancers diagnostiqués chaque année dans le monde est un cancer du
sein chez la femme. Il est également la principale cause de décès d’un cancer chez les femmes
(Ferlay et al., 2010).
La classification des tumeurs mammaires en sous-types est d’une importance capitale pour l'étude
de l'étiologie du cancer du sein, pour prédire l'évolution clinique et pour la prise de décisions
relatives aux traitements de ce type de cancer. En effet, la distinction entre les différents sous-types
de cancer du sein pourrait être faite sur la base des caractéristiques phénotypiques ou génotypiques de
la tumeur, tels que le stade de la tumeur, son grade, l'histologie et le profil génomique. Cette
distinction qui donne naissance à une classification du cancer du sein en sous-types se traduit par des
différences au niveau des résultats cliniques (Phipps et al., 2010).
La technique du profilage de l'expression des gènes a été utilisée pour identifier et pour distinguer
les sous-types de cancer du sein (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Farmer et al., 2005). Ces
équipes de recherche (cités en références) ont identifié cinq sous-types de cancer du sein avec des
profils moléculaires distincts: luminal A, luminal B, groupe HER2+, basal-like, et normal-like (aussi
appelé non classé). Les principaux facteurs discriminants entre ces sous-types reflètent l'origine
cellulaire de ces tumeurs au niveau du sein: les sous-types luminal A et luminal B expriment des
gènes caractéristiques des cellules d’origine luminale (en particulier l’expression des récepteurs aux
œstrogènes (ER)), tandis que les autres sous-types HER2+, basal-like et normal-like n’expriment pas
ces récepteurs.
En effet, au sein du groupe des tumeurs luminal-like, le sous-type luminal B à l’opposé du sous-
type luminal A, est caractérisé par un niveau élevé d'expression des gènes spécifiques au groupe des
tumeurs luminales, par exemple: ER, GATA3, HNF3A (hepatocyte nuclear factor 3 alpha), XBP1
(X-box-binding protein 1), et un niveau faible d'expression des gènes de prolifération, par exemple,
la cycline B1 et Ki-67 (proliferation-associated antigen) (Sorlie et al., 2001). Au sein du groupe des
tumeurs non-luminales, on distingue les tumeurs exprimant fortement HER2, et les tumeurs basal-
like présentant un profil d'expression génique plus semblable à celui des cellules épithéliales basales,
incluant généralement une sous-expression des ER, des PR (récepteurs à la progestérone) et celle de
la protéine HER2, ce phénotype donc appelé triple-négatif est caractérisé par l’expression de l'EGFR
et/ou des cytokératines basales (la cytokératine 5/6) (Nielsen et al., 2004).
Discussion générale
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Les différences génotypiques observées entre ces sous-types se traduisent par des profils cliniques
distincts. En effet, le fait que le sous-type luminal A soit ER+ permet aux tumeurs appartenant à ce
sous-type d’être associées à un stade précoce au diagnostic et à un pronostic favorable (Stark et al.,
2008). En comparaison, les tumeurs basal-like et HER2+ sont plus susceptibles d’être à un stade
avancé, d’être de haut grade et par conséquent, elles sont associées à un faible taux de survie (Sorlie
et al., 2001, Hu et al., 2006). Le pronostic des patientes portant le sous type luminal B semble être
plus faible que celui des patientes portant le sous-type luminal A. Cependant, l’ensemble des
patientes du sous-type luminal peut bénéficier du traitement hormonal ciblé. Bien que les patientes
HER2+, basal-like, et normal-like possèdent un faible pronostic comparées aux patientes du sous-type
luminal, des études ont montré qu’elles peuvent répondre plus favorablement à la chimiothérapie
néoadjuvante basée sur l'anthracyclines (Carey et al., 2007).
La lignée MCF7 constituant notre modèle expérimental se caractérise par l’expression des
récepteurs nucléaires aux œstrogènes (ER) et des récepteurs nucléaires à la progestérone (PR) et par
l’absence d’amplification de HER2. Elle appartient donc au sous-type luminal (Lacroix, 2006). Dans
la lignée cellulaire SNAI1-6SA, l’équipe de Dr. Larsen A. a mis en lumière une absence de
l’expression des ER et des PR et une faible diminution de celles-ci dans la lignée SNAI1 (Ouelaa-
Benslama et al., 2012). En ce qui concerne la lignée 2101 sélectionnée suite à sa résistance au TNF-α 
après un traitement prolongé, une étude au sein de notre laboratoire a montré que cette lignée
exprime les ER-alpha de façon comparable à la lignée parentale MCF7. Néanmoins, les lignées
cellulaires MCF7 et 2101 répondent différentiellement au traitement par les ER-alpha. Comme la
lignée 2101 porte un p53 muté, cette étude a suggéré un lien entre l’effet des ER-alpha et la fonction
de p53 (Lewandowski et al., 2005). Quant à la lignée shWISP2, l’équipe de Dr. Sabbah M. a révelé
que l’inhibition de WISP2 induit une perte de l’expression des ER et des PR et que la prolifération de
ces cellules en comparaison à leur correspondante sh-Scrambled est œstradiol-indépendante (Fritah et
al., 2008). L’ensemble de ces études renforce le lien décrit entre la perte de l’expression des ER et
des PR et l’induction de l’EMT (Al Saleh et al., 2011; Wik et al., 2013; van der Horst et al., 2012).
Les femmes qui ont eu un cancer du sein ont un risque environ deux à six fois plus élevé de
développer un deuxième cancer du sein et 25% plus de risque de développer un deuxième cancer
non-mammaire en comparaison avec les femmes qui ne l’ont jamais eu (Mellemkjaer et al., 2006).
Les métastases du cancer du sein peuvent apparaître dans plusieurs organes (côlon/rectum, os,
endomètre, ovaire, rein, poumons, peau (mélanome), sang (leucémies),…) (Mellemkjaer et al., 2006;
Raymond and Hogue, 2006; Trentham-Dietz et al., 2007).
En ce qui concerne les traitements anti-cancer mammaire métastatique, le trastuzumab, un
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anticorps monoclonal dirigé contre HER-2/neu, a d'abord été évalué en complément à la
chimiothérapie et a été prouvé capable de prolonger la survie (Slamon et al., 2001).
Le lapatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase, administré par voie orale contre l’EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) et HER-2/neu à la fois, a été montré récemment capable de prolonger la
survie lorsqu'il est administré avec la capécitabine chez les patientes dont la maladie a progressé
malgré l’utilisation du trastuzumab et malgré un traitement antérieur par l’anthracycline et le taxane
(Geyer et al., 2006). Le lapatinib représente ainsi un nouvel espoir pour les patientes portantes des
métastases HER-2/neu-positives. Malgré ces progrès médicaux inédits, les métastases, la rechute et la
résistance à ces traitements demeurent les principales causes de décès des patientes atteintes du
cancer du sein. Le manque de thérapies efficaces appelle à une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans la progression du cancer mammaire.
Il est de plus en plus accepté que le processus de l’EMT puisse doter les cellules cancéreuses de
capacités migratoires et invasives associées au pouvoir métastatique (Thiery et al., 2009; Polyak and
Weinberg, 2009). Par ailleurs, plusieurs études ont convergé ces dernières années vers le soutien de
l'idée selon laquelle toutes les cellules cancéreuses dans une tumeur donnée ne sont pas égales en
termes de leur potentiel initiateur de tumeurs. Le paradigme émergeant repose sur le fait que la
progression tumorale est entraînée par une sous-population de cellules tumorales appelée cellules
souches cancéreuses (CSC) ou des cellules initiatrices de tumeurs. Ces dernières se caractérisent par
deux propriétés: la capacité de s’auto-renouveler et la capacité de régénérer une hétérogénéité
phénotypique de la tumeur parentale (McDermott and Wicha, 2010). Les cellules souches
cancéreuses sont impliquées à la fois dans l'initiation et la suspension de la croissance de la tumeur
primitive et dans la génération et l'établissement des métastases dans des sites distants (Abraham et
al., 2005; Sheridan et al., 2006). Alors que la notion de « cellules souches cancéreuses » ne précise
pas la cellule d'origine pour un cancer particulier, il est raisonnable de supposer que les tumeurs
peuvent provenir de la transformation des cellules souches normales des tissus adultes qui ont acquis
des capacités d'auto-renouvèlement (McDermott and Wicha, 2010). Dans le cas du cancer du sein, la
tumeur pourrait provenir de la transformation des cellules souches normales de la glande mammaire
(Dontu et al., 2003; Campbell and Polyak, 2007; Stingl and Caldas, 2007; Melchor and Smalley,
2008).
De manière intéressante, des études récentes ont établi un lien crucial entre le passage des cellules
tumorales épithéliales par l’EMT et l'acquisition de propriétés moléculaires et fonctionnelles de
cellules souches cancéreuses (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008). En plus de sa capacité à conférer
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un potentiel migratoire et invasif, l'induction de l'EMT dans des cellules tumorales mammaires
augmente significativement leur capacité à s’auto-renouveler et à initier des tumeurs tout en
exprimant des marqueurs de cellules souches cancéreuses typiquement associés aux cellules souches
cancéreuses du sein (Mani et al., 2008). Notre étude montre également que l’induction de l’EMT
dans la lignée épithéliale parentale (MCF7) que ce soit via le traitement par le TNF-α, via la 
transfection par SNAI1 sauvage ou constititivement actif (SNAI1 et SNAI1-6SA) ou via
l’invalidation du gène WISP2/CCN5 s’accompagne de l’acquisition de propriétés de cellules
souches cancéreuses notamment celles qui caractérisent plus spécifiquement les cellules souches
cancéreuses du sein: un profil CD24-/CD44+, une exclusion du Hoechst, une activité ALDH élevée,
la formation de sphéroïdes et l’initiation de tumeurs in-vivo. Notre étude établit également que ces
propriétés sont corrélées au score de l’EMT. Assurément, plus le score EMT est élevé plus l’activité
ALDH et la population CD44+ sont élevées, et la taille des sphéroïdes formées et celle de la tumeur
in-vivo sont grandes. C’est le cas des lignées mésenchymateuses 2101 et sh-WISP2 (caractérisées par
un score EMT très élevé) comparées aux lignées SNAI1 et SNAI1-6SA (caractérisée par un score
EMT intermédiaire) (Akalay et al., 2013a; Akalay et al. manuscript submitted).
Concernant les marqueurs de cellules souches cancéreuses (à savoir: SOX2, OCT4, KLF4, Nanog
et CD133), ils sont surexprimés dans les lignées mésenchymateuses 2101, SNAI1 et SNAI1-6SA.
Toutefois, la lignée mésenchymateuse MCF7-shWISP2 appartenant au deuxième modèle de notre
étude se caractérise par une surexpression du marqueur KLF4 uniquement, d’où notre hypothèse
selon laquelle TGF-β induit des propriétés de cellules souches cancéreuses en partie via la régulation 
de l’expression de KLF4 (Akalay et al., manuscript submitted). L’utilisation de la drogue A83-01
ciblant le récepteur I du TGF-β diminue l’expression de KLF4 d’une façon significative démontrant 
la capacité de la voie TGF-β à réguler l’expression de celui-ci (Akalay et al., manuscript submitted). 
Une étude récente vient renforcer notre hypothèse en décrivant un lien entre la voie de signalisation
TGF-β, plus particulièrement l’implication du TGF-β-RI dans la régulation de l’expression de KLF4. 
En effet, cette étude a établi que la phosphorylation de KLF4 nécessite la participation de Smad et
p38 MAPK suite à l’activation de TGF-β-RI (Li et al., 2010). Néanmoins, il existe des résultats qui 
ne s’accordent pas avec ces études. Il s’agit des travaux ayant montré que le TGF-β stimule la 
dégradation de KLF4 afin d’induire l’expression de Slug dans un modèle de cancer de la prostate
(Liu et al., 2012).
Notre étude a établi un lien entre la régulation de l’expression de KLF4, via la signalisation TGF-
β, et l’inhibition de l’expression de certains miRNAs (miR-7, miR-200b, miR200c et miR429) 
(Akalay et al., manuscript submitted). Notre résultat s’accorde avec une étude très récente montrant
Discussion générale
Page ~155~
que le miR-7 supprime les métastases cérébrales dues aux cellules souches cancéreuses du sein
(BCSC) via la modulation de l’expression de KLF4 (Okuda et al., 2013).
Au moment où les thérapies anti-cancer mammaire classiques n’étaient pas très efficaces contre la
progression tumorale, l’immunothérapie à base de vaccination a commencé à émerger dans le but
d’améliorer ces traitements, plus spécifiquement contre les cancers du sein Her2/neu positifs. Ainsi,
plusieurs peptides immunogéniques provenant de la séquence HER-2/neu ont été identifiés et utilisés
avec succès pour générer une réponse T spécifique in-vitro et in-vivo (Fisk et al., 1995; Peoples et al.,
1995; Nagata et al., 1997; Kono et al., 1998; Disis et al., 2003; Singh and Paterson, 2006). Grâce au
haut degré d’homologie existant entre HER2 et neu chez le rat (~ 89%), ces protéines doivent
posséder plusieurs épitopes CMH de classe I et de classe II afin d’induire une réponse immunitaire
efficace. La vaccination par l’ADN plasmidique codant pour toute la séquence de HER-2/neu ou avec
la protéine devrait théoriquement avoir l'avantage de présenter à la fois les épitopes du CMH de
classe I et de classe II, et ainsi d’induire une réponse immunitaire anti-HER2/neu.
La plupart des preuves expérimentales soutiennent l'idée que l'éradication de la tumeur repose
principalement sur la réactivité des lymphocytes T (Schuler and Blankenstein, 2003). Dans la plupart
des cas, l'inhibition de la croissance tumorale repose sur l’activité lytique des lymphocytes TCD8+
(Boon et al., 1994), tandis que les lymphocytes T CD4+ activés par la présentation directe des
antigènes tumoraux par les APC sont nécessaires pour soutenir la réponse des lymphocytes T CD8+
(Pericle et al., 1994).
Le Dr. Reilly et ses collègues ont constaté que, bien que des souris transgénique capables de
développer un cancer mammaire (FVB/NeuN) soient capables de générer des CTL contre HER-2/neu
après la vaccination neu-spécifique, il y avait peu ou pas de vaccin induisant des IgG neu-spécifiques
chez des souris vaccinées à l’âge de 8 semaines (Reilly et al., 2000). En outre, malgré la faiblesse de
la croissance des tumeurs transplantées exprimant neu dans les souris vaccinées en comparaison aux
souris contrôles, la croissance tumorale n'a pas été complètement éradiquée (Reilly et al., 2000).
Ainsi, l’échappement tumoral aux stratégies de vaccination menace encore la réussite des
immunothérapies anti-cancer du sein HER2+.
Au cours des dernières années, il y a eu une progression dans la compréhension des mécanismes
d'échappement des cellules tumorales à l'immuno-surveillance. L'un des plus importants de ces
mécanismes est l’altération de l’expression de la molécule HLA sur la membrane des cellules
tumorales. En effet, les cellules tumorales peuvent échapper à la lyse par les CTLs via la perte de
l’ensemble ou d’une partie des molécules HLA-I. Les CTLs ne peuvent donc pas détecter l'antigène
tumoral. Ce phénomène est associé à l'invasion et aux métastases. Dans un deuxième temps, les
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cellules tumorales déficientes en HLA-I sont théoriquement susceptibles à la lyse par les cellules NK.
Si elles ne le sont pas, c’est parce qu’un mécanisme d'échappement aux NK est adopté par les
cellules tumorales sous-exprimant HLA-I. Ce mécanisme est encore méconnu. Dans le cadre de notre
étude, une diminution de l’expression de la molécule HLA-A2 a été observée dans les lignées
cellulaires mésenchymateuses en comparaison avec leurs correspondantes épithéliales (Akalay et al.,
2013a; Akalay et al., manuscript submitted). Cela provoque un déficit au niveau de la reconnaissance
de la cellule tumorale par les CTLs. Ce constat a été renforcé par le test de sécrétion de TNF-β 
confirmant le déficit au niveau de la reconnaissance des cellules mésencymateuses par les CTLs
(Akalay et al., 2013a; Akalay et al., manuscript submitted). Parmi ces cellules mésenchymateuses
déficientes en HLA-A2 et résistantes à la lyse par les CTLs, il y en a celles qui sont sensibles aux NK
(SNAI1 et SNAI1-6SA) et celles qui leur sont résistantes (2101 et shWISP2) (Figure 30). La
résistance des lignées 2101 et shWISP2 aux NK malgré la sous expression de la molécule HLA-A2
peut être expliquée par le fait qu’elles se caractérisent par une mutation de p53 et par l’activation de
la voie TGF-β suite à l’inhibition du suppresseur de tumeurs WISP2/CCN5, respectivement. Cela 
leur permet probablement d’adopter certains mécanismes d’échappement aux cellules NK.
Dans le cadre de notre étude, la perte de l’expression de la molécule HLA-A2 n’est pas le seul
mécanisme adopté par les cellules tumorales mésenchymateuses pour échapper à la lyse par les
CTLs. En effet, dans le premier modèle d’étude, j’ai montré que les mécanismes de résistance à la
lyse par les CTLs qui accompagnent le déficit au niveau de la reconnaissance des cellules tumorales
par le CTL sont liés également à l’induction de l’autophagie et à l’acquisition des propriétés de
cellules souches cancéreuses (Akalay et al., 2013a). Le lien entre l’autophagie et l’acquisition d’une





Figure 29: Comparaison de la susceptibilité des cellules épithéliales
versus mésenchymateuses à la lyse par les cellules NK.
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cellulaire d’hypoxie. En effet, au sein de notre laboratoire, il a été montré dans un modèle de cancer
de poumons non-à-petites-cellules que l’hypoxie est capable d’induire une résistance à la lyse par les
CTLs via l’activation de l’autophagie (Noman et al., 2011). Il a été également établi dans ce même
modèle cellulaire de cancer de poumons que la surexpression du marqueur de cellules souches
cancéreuses, Nanog, suite à l’hypoxie pourrait induire une résistance des cellules tumorales à la lyse
par les CTLs (Hasmim et al., 2011).
Dans le deuxième modèle expérimental, j’ai montré que l’induction de propriétés de cellules
souches cancéreuses essentiellement via le facteur de transcription KLF4, et que la régulation
négative de l’expression des miRNAs, et plus spécifiquement le miR-7 suite à l’induction de la voie
TGF-β représentent également un mécanisme d’induction de la résistance des cellules
mésenchymateuses à la lyse par les CTLs (Akalay et al., manuscript submitted).
Dans la littérature, deux études décrivaient un lien entre l’EMT et la résistance à la réponse
immunitaire anti-tumorale: La première a proposé un éventuel rôle de l’EMT dans l’induction de
l’immunoediting suite à l’induction de variants résistants sous-exprimant les Ags tumoraux dans des
souris FVB/N après avoir transplanté des tumeurs provenant de souris transgéniques capables de
développer le cancer mammaire (Heu/neu) (Knutson et al., 2006). La deuxième étude a établi, en
utilisant des lignées cellulaires de mélanome murines et humaines transfectées avec Snail, que l’EMT
est capable d’induire des cellules T régulatrices et des cellules dendritiques inefficaces en partie via
la production de la TSP1 tout en échappant à l’immunothérapie (Kudo-Saito et al., 2009). Cette étude
est un peu controversée par rapport aux études qui montrent que les cellules tumorales de mélanome
ne possèdent pas à la base un phénotype épithélial étant donné qu’elles sont d’origine mélanocytaire
caractérisée par un phénotype mésenchymateux-like. Nous l’avons constaté également quand j’ai
étudié le rôle de l’EMT dans la susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les CTLs dans un
modèle de mélanome composé d’une lignée primitive (T1) et de sa correspondante métastatique (G1)
du même patient et du clone CTL autologue (LT12). En effet, au cours de cette étude, j’ai montré que
la transfection de la lignée primitive du mélanome (T1) avec un plasmide contenant le gène codant
pour Snail induit une diminution de la susceptibilité à la lyse de cette lignée cellulaire par le clone
LT12 de manière comparable à sa correspondante métastatique (G1) (Figure 31). Seulement, en
étudiant l’expression des différents marqueurs de l’EMT sur ce couple de lignées de mélanome, nous
avons constaté qu’elles se caractérisent par un phénotype hybride qui peut être lié à l’origine
mélanocytaire/mésenchymateuse-like des mélanomes; cela ne nous a pas permis de trancher quant au
caractère épithélial/mésenchymateux de celles-ci.
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En dépit de la découverte du lien entre l’EMT et la résistance à la réponse immunitaire anti-
tumorale à la suite des travaux cités auparavant (Knutson et al., 2006; Kudo-Saito et al., 2009), les
mécanismes via lesquels l’EMT pourrait induire une résistance des cellules tumorales à la lyse par les
CTLs demeuraient méconnus. Dans ce projet de thèse, quelques mécanismes responsables de
l’induction de la diminution de la susceptibilité des cellules mésenchymateuses à la lyse par les CTLs
sont décryptés:
 Le premier mécanisme est lié à l’induction de l’autophagie en démontrant, dans notre premier
modèle d’étude, que les marqueurs mésenchymateux sont capables d’activer certains activateurs de
l’autophagie (CDKN2A, DAPK) et d’inhiber un suppresseur de l’autophagie à savoir PTEN (Akalay
et al., 2013a). En comparaison d’une part aux études montrant le lien entre l’autophagie et
l’acquisition des propriétés de cellules souches cancéreuses dans le cancer du sein (Cufi et al., 2011;
Yue et al., 2013), et d’autre part aux autres études montrant le rôle de l’EMT dans l’induction de
celles-ci (Mani et al., 2008), mon premier projet de thèse dévoile pour la première fois le lien entre
l’EMT et l’autophagie (Akalay et al., 2013a). De plus, une étude très récente a établi que Becline 1
est nécessaire à la tumorigénicité des BCSC (Breast Cancer Stem Cells) (Gong et al., 2013). Cela
s’accorde avec nos résultats montrant que l’inhibition de l’autophagie dans les cellules
mésenchymateuses/BCSC est capable de restaurer la lyse de ces dernières par les CTLs.
 Les mécanismes de résistance aux CTLs décrits dans notre deuxième modèle expérimental
(qui repose sur l’activation de la voie TGF-β suite à l’inhibition du suppresseur de tumeur 
WISP2/CCN5) figurent dans l’induction de l’expression du facteur de transcription inducteur des
propriétés de cellules souches cancéreuses (KLF4) et dans l’inhibition de l’expression du miR-7


















T1 G1 T1 + Snail T1 + pcDNA 3.1
Figure 30: La transfection de la lignée primitive de mélanome
T1, sensible à la lyse par les CTLs, avec Snail induit une
diminution de sa susceptibilité à la lyse.
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l’expression de quatre miRs (le miR-7, le miR-200b, le miR200c et le miR429), le miR-7 est le seul
parmi ces quatre miRs à avoir un effet sur la susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les
CTLs (Akalay et al., manuscript submitted). Ceci s’accorde avec une étude très récente qui repporte
le rôle du miR-7 dans la suppression des métastases cérébrales dues aux BCSC en modulant
l’expression de KLF4 (Okuda et al., 2013). De plus, l’inhibition de la voie de signalisation TGF-β en 
ciblant le recépteur I du TGF-β avec la drogue A83-01 ainsi que l’inhibition de l’expression de KLF4 
avec un siRNA restaurent la susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les CTLs. La drogue
A83-01 est utilisée dans des essais précliniques (Ganapathy et al., 2010; Biswas et al., 2007; Iiizumi
et al., 2008).
Le déclenchement d'une réponse immunitaire efficace peut être également inhibé par des facteurs
immunosuppresseurs sécrétés dans le microenvironnement par les cellules cancéreuses elles-mêmes,
par les effecteurs du système immunitaire et aussi par les autres composants du stroma tumoral
(Kiessling et al., 1999) (Figure 32). Un ensemble de cytokines ont un effet immunosuppressif
notamment le TGF-β, l’IL10, le VEGF, l’IL6 et le MCSF (Figure 32).
D
e nombreuses études cliniques ont décrit une corrélation entre la quantité des TAM (Tumor
Associated Macrophages) infiltrant la tumeur et un mauvais pronostic des patients. Ainsi, la forte
densité des TAM est associée à la progression tumorale et aux métastases. Le phénotype M2 des
TAM est favorisé par des facteurs secrétés par la cellule tumorale (cytokines, prostaglandines)
Figure 31: Les éléments du microenvironnement tumoral favorisant l’émergence
d’un milieu immunosuppressif favorable à la croissance des cellules tumorales.
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(Elgert et al., 1998). A leur tour, les TAM produisent des facteurs de croissance, des
métalloprotéinases, des facteurs pro-angiogéniques et immunosuppresseurs, qui altèrent les fonctions
des lymphocytes T (Pollard, 2004; Sica et al., 2006). De plus, certaines études ont montré le rôle des
TAM dans l’induction de l’EMT dans des cellules tumorales murines F9 et celles de la glande
mammaire NMuMG (Bonde et al., 2012). Nous nous sommes donc intéressés à l’étude du rôle des
TAM dans l’induction de l’EMT dans la lignée épithéliale MCF7. En effet, après traitement de la
lignée THP1 par la PMA (Phorbol Myristate Acetate) qui a été décrite capable d’induire un
phénotype M2 des macrophages provenant de la lignée monocytaire THP1 (Tjiu et al., 2009), nous
obtenons donc des TAM-M2 que nous cultivons ensuite en transwell avec la lignée MCF7. Nos
analyses préliminaires, en western-blot, de l’expression des marqueurs de l’EMT après cette co-
culture montrent que celle-ci est capable d’induire l’EMT (Figure 33) et l’expression du marqueur de
cellules souches cancéreuses OCT4 (Figure 34) dans la lignée épithéliale MCF7. Ceci s’accorde
avec les études décrivant le lien entre l’acquisition du phénotype M2 par les TAM et l’induction de
l’EMT et de propriétés invasives.
Figure 32: Induction de l’expression des marqueurs de l’EMT dans la lignée épithéliale MCF7
suite à la co-culture avec les TAM derivés de la lignée monocytaire THP1
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Figure 33: Induction de l’expression du marqueur de cellules souches cancéreuses OCT4
dans la lignée épithéliale MCF7 suite à sa co-culture avec les TAM derivés de la lignée
monocytaire THP1
Dans leur ensemble, ces données soutiennent une implication de l’EMT dans la régulation de la
réponse immunitaire spécifique anti-tumorale et soulignent un intérêt particulier de son ciblage pour






A l’heure actuelle, une perspective prometteuse pour le traitement du cancer serait de développer
des stratégies innovatrices en immunothérapie induisant ou optimisant une réponse immune capable
de viser et d’évincer spécifiquement les cellules tumorales. En revanche, et en dépit des
connaissances actuelles en immunologie anti-tumorale, le développement de traitements efficaces des
tumeurs solides basés sur l’immunothérapie n’a pas encore abouti sur des résultats satisfaisants. C’est
ainsi que l’amélioration des vaccins existants et la mise au point des stratégies immunothérapeutiques
alternatives seraient donc primordiales. De plus, il est aussi essentiel de comprendre les mécanismes
induisant l’échappement tumoral au système immunitaire dans un contexte de plasticité tumorale afin
d’améliorer ces stratégies thérapeutiques.
Parmi les processus impliqués dans la plasticité tumorale, on distingue l’EMT. Cette dernière a été
corrélée à l’acquisition du phénotype invasif, aux métastases et à l’acquisition de propriétés de
cellules souches cancéreuses. Toutes ces caractéristiques dotent les tumeurs d’un mauvais
pronostiques et d’une résistance aux thérapies conventionnelles et à l’immunothérapie. De plus, le
but principal de la plupart des stratégies immunothérapeutiques repose sur l’induction d’une réponse
efficace des lymphocytes T cytotoxiques. De ce fait, nous nous sommes intéressés à l’étude du rôle
de l’EMT dans la réponse des cellules tumorales à la lyse par les effecteurs spécifiques du système
immunitaire, les CTLs.
A la lumière de nos résultats, il apparaît que l’EMT est capable d’induire une diminution de la
susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les CTLs en partie via la diminution de l’expression
de la molécule HLA-A2 à la surface des cellules tumorales (Akalay et al., 2013a; Akalay et al.,
manusript submitted). De plus, dans le modèle WISP2, nous montrons dans la cellule
mésenchymateuse shWISP2, comparée à ses correspondantes épithéliales, une diminution de
l’expression des TAP1 et TAP2 (Transporter associated with Antigen Processing) permettant le
transport des peptides tumoraux dans le réticulum endoplasmique (Akalay et al., manuscript
submitted). Ces résultats s’accordent avec une étude montrant la régulation négative de la molécule
HLA classe I et de TAP1 et TAP2 dans des cancers du sein de haut grade (Vitale et al., 1998). En
outre, l’analyse des profils génomiques des lignées constituant le premier modèle expérimental de
notre étude, montre une diminution de l’expression de la chaperonne tapasine impliquée dans le
chargement des peptides tumoraux sur la molécule HLA-A2 dans les lignées mésenchymateuses
SNAI1, SNAI1-6SA et 2101 en comparaison avec leur correspondante épithéliale MCF7 (Tableau
4). Ce résultat a été confirmé par qRT-PCR (Figure 35). Cela suggère un rôle de l’EMT dans la
régulation du processus de l’apprêtement des antigènes. De plus, au niveau de la synapse
immunologique formée entre ces lignées et le CTL, j’ai observé une différence au niveau du contact
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établi entre la cellule épithéliale et le CTL d’un côté et entre la cellule mésenchymateuse et ce CTL
de l’autre côté (Akalay et al., 2013a). Ce résultat suggère alors des altérations au niveau de la
signalisation à la synapse immunologique liée à l’expression des facteurs de transcription induisant
l’EMT dans la cellule tumorale. Ainsi, la dissection du dialogue entre ces cellules tumorales et le
CTL doit être davantage élargie pour pouvoir élucider, plus profondément, les mécanismes
moléculaires altérant la réactivité lymphocytaire suite à l’induction de l’EMT.
Tableau 4: La régulation négative de l’expression de la chaperonne Tapasine suite à
l’induction de l’EMT
(D’après une analyse génomique sur puces Agilent).
Ces constats suggèrent un rôle de l’EMT dans l’induction d’un déficit au niveau du processing.
Cette piste serait intéressante à poursuivre afin de disséquer le rôle de la régulation négative observée
concernant les protéines impliquées dans l’apprêtement des antigènes tumoraux dans la résistance des
cellules tumorales à la lyse par les CTLs suite à l’induction de l’EMT.
Dans la première partie de mon projet de thèse montrant l’induction de la diminution de la
susceptibilité des cellules mésenchymateuses à la lyse par les CTLs via l’induction de l’autophagie,




Fold change (TAP binding protein-
like (Tapasin))
5,4031 6,93073 5,16478
Figure 34: Validation par qRT-PCR da la régulation négative de l’expression de la
chaperonne Tapasine suite à l’induction de l’EMT.
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nous avons établi un lien entre certains marqueurs de l’EMT et certains régulateurs de l’autophagie,
en démontrant que certains marqueurs mésenchymateux régulent positivement certains régulateurs de
l’autophagie et négativement le suppresseur de l’autophagie PTEN (Akalay et al., 2013a; Akalay et
al., 2013b). Ainsi, il serait intéressant de rechercher la voie via laquelle l’EMT régule l’autophagie et
laquelle a un effet direct sur la lyse spécifique. Cela peut être réalisé d’abord en inhibant/induisant les
régulateurs de l’autophagie contrôlés par l’EMT que nous avons identifiés, et ensuite en contrôlant
leur effet sur la lyse par les CTLs. Cette éventuelle voie pourrait probablement être ciblée dans le
cadre de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Dans le cadre de mon deuxième projet sur le modèle cellulaire WISP2, nous avons établi que
l’induction de la voie de signalisation TGF-β, inductrice de l’EMT, suite à l’invalidation du gène 
WISP2 induit une résistance à la lyse des cellules tumorales par les CTLs via l’induction de
l’expression de KLF4 et via l’inhibition de l’expression du miR-7. De manière intéressante, certaines
études ont montré l’effet de la drogue A83-01 ciblant le récepteur I du TGF-β (ALK5) dans 
l’inhibition de la voie de signalisation TGF-β et dans la réversion du phénotype mésenchymateux 
(Tojo et al., 2005; Calone and Souchelnytskyi, 2012; Iiizumi et al., 2008). Dans le cadre de mon
projet, j’ai montré que le traitement de la lignée cellulaire shWISP2 avec cette drogue est capable de
reverser partiellement son phénotype mésenchymateux et de restaurer sa lyse par les CTLs (Akalay et
al., manuscript submitted). En outre, les analyses des profils génomiques et de l’expression des
miRNAs ont dévoilé que cette drogue est capable de restaurer l’expression du miR-7 et de KLF4
impliqués dans la résistance à la lyse spécifique (Akalay et al., manuscript submitted). Cette étude
prouve également le rôle de KLF4 dans l’induction des propriétés de cellules souches cancéreuses
caractérisées par leur capacité d’autorenouvèlement. Il serait ainsi intéressant premièrement de
valider ces observations in-vivo en comparant la capacité des cellules WISP2 à générer des tumeurs
avec celle des souris traitées avec la drogue A83-01, et également de reproduire nos expériences
d’immunohistochimie effectuées sur les coupes de patientes sur les tumeurs provenant de ces souris
traitées et non-traitées avec cette drogue afin d’étudier l’expression des marqueurs de l’EMT, de la
voie de signalisation TGF-β et de KLF4 (Akalay et al., manuscript submitted).  
Certains éléments du microenvironnement tumoral jouent un rôle immunosuppresseur y compris
les TAMs (Tumor Associated Macrophages). De plus, certains travaux montrent le rôle des TAMs,
essentiellement les macrophages de phénotype M2 dans l’induction de l’EMT. Comprendre les
mécanismes via lesquels ces macrophages induisent une immunosuppression est d’un grand intérêt.
De ce fait, nous avons commencé à étudier leur rôle dans l’induction de l’EMT dans notre lignée
épithéliale MCF7. Il apparait qu’elles sont capables d’induire l’EMT dans cette lignée après leur co-
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culture (résultat illustré dans la partie « discussion générale » de ce manuscrit). Il serait ainsi
pertinent de rechercher d’abord les facteurs induisant l’EMT par les M2 en analysant l’expression des
différentes cytokines capables d’induire l’EMT dans le surnageant de co-culture (ex : TGF-β, IL-
6,…). Ensuite, on pourrait étudier l’impact de cette co-culture sur la lyse par les CTLs. Cela
permettrait d’une part d’étudier le rôle d’une nouvelle forme d’induction de l’EMT dans l’acquisition
de la résistance des cellules tumorales à la lyse par les CTLs, et d’autre part de mieux comprendre les
mécanismes via lesquels les macrophages M2 induisent l’immunosuppression.
L’hypoxie a été montrée capable d’induire des métastases via l’induction de l’EMT,
essentiellement en induisant l’expression du facteur de transcription inducteur de l’EMT, Twist
(Yang et al., 2008). D’après mes résultats préliminaires, la mise de la lignée épithéliale MCF7 sous
des conditions d’hypoxie est capable d’induire uniquement une légère expression de Slug et
uniquement à 72 heure sur toute la cinétique sous 0,1% de O2. De plus, l’analyse des profils
génomiques de la lignée MCF7 en normoxie versus hypoxie (8, 16 et 24 heures) montre une
régulation de certains gènes liés à l’EMT par l’hypoxie (ex: GSK, la fibronectine, les claudines,..)
(Tableau 5). Il est ainsi nécessaire d’utiliser la méthode de la mesure du score de l’EMT capable
d’analyser l’ensemble des gènes associés à la régulation de l’EMT (Akalay et al., 2013a; Akalay et
al., manuscript submitted) afin de confirmer l’impact de l’hypoxie sur l’induction de l’EMT dans la
lignée cellulaire MCF7. Dans le cas où l’EMT sera induite, il sera nécessaire d’examiner l’effet de
cette induction sur la lyse spécifique. La continuité de cet axe va nous permettre d’élucider
l’influence du microenvironnement hypoxique dans la régulation de la susceptibilité à la lyse
spécifique via l’induction de l’EMT.
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Hypoxia vs Normoxia Fold change
GeneName Description 8h 16h 24h
BMP7 bone morphogenetic protein 7 (osteogenic protein 1) mRNA -3,0
CTNNA1 catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa mRNA 1,5 1,6
CTNNAL1 catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1, mRNA 2,7 4,4 5,2
CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa mRNA 3,3
CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa, mRNA 3,3
CTNND2 catenin (cadherin-associated protein), delta 2 (neural plakophilin-related arm-repeat protein) -2,0
CDC42SE2 CDC42 small effector 2 transcript variant 1, mRNA 2,2 1,0 1,9
CLIC4 chloride intracellular channel 4 mRNA 2,1 0,5 0,4
CLDN11 claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) (CLDN11), mRNA -1,6 -2,2
CLDN4 claudin 4 mRNA -3,8
CLDN7 claudin 7 mRNA -2,2 -1,6
DSP desmoplakin transcript variant 1, mRNA 2,0 2,9 3,3
EGFR epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog, avian) transcript variant 1, mRNA 9,0 18,3 9,9
EPB41L5 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 5 mRNA 2,3 2,1 2,7
FN1 fibronectin 1 transcript variant 1, mRNA 1,5
GPI glucose phosphate isomerase mRNA 5,1 3,4
GSC goosecoid mRNA -3,0 -2,5 -2,5
IRS1 insulin receptor substrate 1 mRNA
ITGB1 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12) (ITGB1), transcript variant 1A, mRNA 2,1 1,8 2,6
LAMA5 laminin, alpha 5 mRNA -3,4 -1,5
LAMB2 laminin, beta 2 (laminin S) mRNA -1,7
LAMB3 laminin, beta 3 transcript variant 2, mRNA 2,3
SMAD3 mad protein homolog (hMAD-3) mRNA, complete cds. -2,1
MESP1 mesoderm posterior 1 homolog (mouse) mRNA -2,7 -2,2 -3,1
NFATC1 nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1 transcript variant 1, mRNA -2,3 -2,0 -1,9
NFYB nuclear transcription factor Y, beta mRNA 1,9 2,2
OCLN occludin mRNA 2,1 2,9 3,1
PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor transcript variant 3, mRNA 2,3 4,4 2,0
SP1 Sp1 transcription factor mRNA -2,6 -1,7
SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 (campomelic dysplasia, autosomal sex-reversal) mRNA 2,2 4,8 3,3
TAZ tafazzin (cardiomyopathy, dilated 3A (X-linked); endocardial fibroelastosis 2; Barth syndrome) transcript variant 1, mRNA -2,8 -2,4 -1,8
Tableau 5: Impact de l’hypoxie sur la régulation des gènes liés à l’EMT dans la lignée
cellulaire MCF7.
L’efficacité des thérapies basées sur le TAL (Transfert Adoptif de Lymphocytes) est limitée par
les mécanismes d’échappement tumoral à la réponse immunitaire. L’EMT pourrait être l’un de ces
mécanismes limitant la réussite du TAL. Afin de confirmer cela, il serait intéressant de comparer in-
vivo la croissance tumorale des cellules épithéliales versus les cellules mésenchymateuses constituant
nos deux modèles d’étude tout en injectant le clone CTL Heu33.
L’ensemble de nos résultats révèle le rôle de l’EMT dans la régulation de la réactivité
lymphocytaire et la lyse spécifique en utilisant différents mécanismes. Il est ainsi nécessaire d’inclure
l’immunothérapie dans un processus intégratif prenant en compte la réponse immune anti-tumorale
d’une part et la plasticité tumorale d’autre part afin d’améliorer l’efficacité des traitements. Une
meilleure connaissance des liens existant entre les différents processus impliqués dans l’émergence
de variants résistants au système immunitaire et dans la plasticité cellulaire et de leur impact sur le
dialogue entre les CTLs et la cellule tumorale dans un contexte du microenvironnement tumoral
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Accumulating evidence indicates that the innate and adaptive immune systems
participate in the recognition and destruction of cancer cells by a process known
as cancer immunosurveillance. Tumor antigen-specific cytotoxic T-lymphocytes
(CTL) are the major effectors in the immune response against tumor cells. The
identification of tumor-associated antigen (TAA) recognized primarily by CD8+
T-lymphocytes has led to the development of several vaccination strategies that
induce or potentiate specific immune responses. However, large established tumors,
which are associated with the acquisition of tumor resistance to specific lysis, are
usually not fully controlled by the immune system. Recently, it has become clear
that the immune system not only protects the host against tumor development but
also sculpts the immunogenic phenotype of a developing tumor and can favor the
emergence of resistant tumor cell variants. Moreover, it has become obvious that
the evasion of immunosurveillance by tumor cells is under the control of the tumor
microenvironment complexity and plasticity. In this review, we will focus on some
new mechanisms associated with the acquisition of tumor resistance to specific
lysis during tumor progression, involving genetic instability, structural changes in
cytoskeleton, and hypoxic stress. We will also discuss the interaction between CTLs
and tumor endothelial cells, a major component of tumor stroma.
Introduction
CD8+ cytotoxic T-lymphocytes (CTLs) are important effector
cells during tumor rejection and have been described to
play a crucial role in host defense against malignancies in
both mouse and human (1). However, accumulating evidence
indicates that tumor cells play a crucial role in the control
of immune protection (2) and contain many overlapping
mechanisms to maintain their functional disorder and evasion.
In this regard, it has been suggested that in vivo tumor cell
growth is not only influenced by CTL–tumor cell recognition
but also by the tumor susceptibility to cell-mediated death.
Research over the past decade in tumor immunology has
validated the concept of cancer immune surveillance which
predicts that the immune system can recognize precursors of
cancer and, in most cases, destroy these precursors before
they become clinically apparent. Identification of tumor-
associated antigen (TAA) has been critically important and
has allowed advances in the field of cancer vaccine. In this
regard, most of immunotherapeutic strategies are essentially
focusing on the induction of cytolytic effector cells such
as specific CTLs. Although some vaccines can efficiently
generate a CTL response in patients, there has been a
lack of correlation between immune and clinical response
in the patients treated (3). In fact, despite the expression
of TAA, tumor eradication by the immune system is often
inefficient. This is mainly because of the ability of tumor
cells to escape the immune system by developing resistance
to immune attacks (2). It is well known that in addition to
changing their antigenic profile to make themselves elusive
targets, genomic instability provides the tumor with plasticity
manifested as resistance to apoptosis, cellular survival, or
proliferation through a variety of strategies. In addition, the
emergence of different malignant phenotypes appears to be
correlated with selective pressure exerted by the host immune
system (4).
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Several studies support the notion that tumor development
relies on a continuous cross-talk between cancer cells and
their cellular and extracellular microenvironments. This sig-
naling cross-talk is mediated by transmembrane receptors
expressed on cancer cells and stromal cells. Increasing evi-
dence also shows that the interaction between neoplastic cells
and the surrounding stroma is a critical factor in solid tumor
growth. The tumor stroma is made up of diverse cellular pop-
ulations including macrophages, lymphocytes, vascular cells,
and carcinoma-associated fibroblasts. Tumor cell microenvi-
ronment also has a major role in cancer where it promotes
tissue remodeling, neoangiogenesis, and manipulates immune
cells through secretion of several factors (e.g. chemokines,
cytokines, etc.) (5). Thus, the immune system escape mecha-
nisms were classified into several categories according to their
intrinsic or extrinsic features (summarized in Figure 1). These
affect tumor cells and/or the host immune system, and play an
important role in the selection of specific tumor escape vari-
ants. The tumor–host interactions, in which the immune sys-
tem exerts both host-protecting and tumor-sculpting effects,
are complex and dynamic and deserve more investigation.
In this review, we will focus on some aspects of the
molecular basis of tumor resistance to CTL-induced killing,
in particular the involvement of p53, the structural changes of
the cytoskeleton, the influence of hypoxia, and finally, CTL-
induced endothelial cells lysis.
p53: a potential regulator of granzyme
B-induced cell death
Tumor cells are characterized by extreme genetic instability,
which allows loss of various tumors markers and emergence of
resistant variants. The most commonly mutated gene in human
cancer is p53 which is the prototype of genetic instability.
Fifty percentage of all human cancers lose p53 function by
mutation which correlates with metastasis and poor prognosis.
Cancers with inactive mutant p53 are aggressive and are often
resistant to radiation and chemotherapy.
We have previously shown that p53 is a key determinant
in anti-tumor CTL response as it regulates induction of Fas
receptor expression, cellular FLICE/caspase-8 inhibitory pro-
tein (cFLIP) short protein degradation, and CD95-induced
activation of the mitochondrial cell death pathway in tumor
cells (6, 7). We also investigated the relationship between p53
and granzyme B (GrB) during tumor-specific lysis and showed
that CTL–tumor target cell interaction resulted in p53 accu-
mulation and activation in target cells (8). Such activation is
mediated by GrB and contributes, at least in part, to GrB-
induced apoptosis. Cytotoxic assays using recombinant GrB
showed that this serine protease is the predominant factor
inducing such accumulation. Therefore, in addition to its role
in controlling irradiation and drug responses, p53 appears to
play a key role in the regulation of CTL-mediated apoptosis of
tumor cells. These findings provide new insight into a potential
role for p53 as a component involved in the dynamic regula-
tion of the major pathway of CTL-mediated cytotoxicity.
Cytoskeleton disorganization as a new
mechanism conferring target resistance to CTLs
The cytoskeleton is one of the main modulators of cell–cell
and cell–matrix interactions. It acts as a scaffold able to reor-
ganize and relocalize the various molecules implicated in these
interactions. Moreover, it plays a deeper role because it is cru-
cial for several signaling pathways. Although the role of the
cytoskeleton is relatively well described in the immune effec-
tor cells, little is known about its putative involvement in the
control of target cell behavior during a cytotoxic response.
Recently, from a CTL-sensitive tumor cell line, we have estab-
lished resistant variants after specific CTL selection pressure
and noticed that such resistant variant displayed a strong mor-
phological change with alterations of the actin cytoskeleton.
Transcriptional profiling identified a gene expression signature
that distinguished sensitive from resistant tumor targets. More
notably, we found that actin-related genes ephrin-A1 and
scinderin were overexpressed in resistant targets. Silencing
of these genes using RNA interference resulted in the restora-
tion of normal cell morphology and a significant attenuation of
variant resistance to CTL killing. We provided evidence that a
shift in cytoskeletal organization can be used by tumor cells,
as a strategy to promote their resistance after CTL selection
pressure (8). In this regard, the cytoskeleton can no longer be
considered only as a structural framework playing a role in cell
shape adhesion, motility, exocytosis, and endocytosis. Further,
when these resistant cells were incubated in the presence of the
GTPase activating bacterial protein toxin (CNF1), a striking
change in the cell morphology including actin polymerization,
focal adhesion, and membrane extensions was observed. More
importantly, such incubation also resulted in an increased
susceptibility (twofold) to CTL-induced cell death. Transcrip-
tional profiling of CNF1-treated resistant cells suggests the
involvement of FAK signaling pathway that was found to
be constitutively defective in sensitive cells (9). These results
suggest that FAK activation plays a key role in the control of
tumor susceptibility to CTL-mediated cell lysis. Therefore, the
various strategies aimed for the induction of anti-tumor cyto-
toxic response should consider cytoskeletal disorganization as
a mechanism of tumor escape to CTL-induced cytotoxicity,
despite tumor immunogenicity.
Tumor progression and resistance to cell death
Metastasis is considered to be one of the major challenges
encountered by oncologists and immunologists. Metastatic
cells were previously found to be more resistant to apoptosis
induced by cytotoxic treatment (10–13). In fact, metastatic
tumors use various immune-escape mechanisms, includ-
ing loss or down-regulation of human leukocyte antigen
(HLA) class I molecules and antigen expression. Despite the
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Figure 1 Mechanisms of tumor escape from specific cell-mediated cytotoxicity. Intrinsic mechanisms from tumor cells: Alterations in the antigen
processing or/and presentation by tumor cells, acquisition of tumor resistance to apoptosis, expression of inhibitory molecules, and activation of
survival signaling pathways allow them to elude immune effector cell-mediated lysis. Tumoral microenvironment: Tumor cells are characterized by
the ability to modulate inflammatory responses and to adapt to microenvironment in which tumor cells evolve and edit to promote their growth.
Mechanisms associated to immune system or tolerance: Several process facilitate tumor evasion from immune response including (1) peripheral
tolerance resulting in antigen presentation by immature DC, in the absence of ‘danger’ signals. (2) Lymphocyte anergy induced in the absence
of costimulatory signals. (3) Deletion of effector lymphocytes. In fact, surface expression of FasL on T-cells is induced by lymphocyte activation
after specific recognition, via T-cell receptor (TCR) of the appropriate antigen and HLA class I molecule presented by tumor target. Activated
lymphocytes are able to kill themselves (‘suicide’) or kill Fas-expressing lymphocytes nearby (‘fratricide’). (4) Alteration of effector T-cell function by
HLA class-I-specific inhibitory receptor expression (CD94/NKG2A or KIR2DL1/2/3) or subversion of effector cell function as for example by shedding
NKG2D ligands (MICA), which in membrane form act as T-cell and NK-cell activators but are inhibitory in the soluble form. (5) Inhibition of T-cell
effector activation by immunosuppressive immune populations: Treg by direct contact with lymphocytes or by the inhibition of antigen-presenting
cell (APC); natural killer T (NKT) by interleukin 13 (IL-13) immunosuppressive cytokine production.
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expression of TAA, tumor eradication by the immune system
is often inefficient (2). In fact, metastatic tumoral resistance
involves multiple factors against apoptosis mediated by cyto-
toxic inducers (TRAIL, FasL, TNF, and CTL) (14). We have
recently shown the existence of a differential susceptibility
to CTL- and GrB-mediated lysis in metastatic and primi-
tive melanoma cells (15). In this respect, we identified a new
tumor immune-escape mechanism involving ICAM-1 expres-
sion, independent of its adhesion function in immunological
synapse formation. The importance of intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1 and CD54), ligand of lymphocyte-
function-associated antigen-1 (LFA-1), in interaction between
CTL and target cells and CTL-mediated cytotoxicity has been
shown in a variety of studies (16, 17). It has been reported
that the engagement of LFA-1 on CTL by ICAM-1 on tar-
get cells is essential for activation of T-cells and for direct-
ing released cytolytic granules into the tumor cells (18–20).
ICAM-1 may be in fact associated with other cell molecules,
including HLA-I proteins (21). In addition, ICAM-1 overex-
pression in tumor cells caused a reduced tumor growth rate
in vivo, correlating with increased lysis by tumor-infiltrating
lymphocytes (22–24).
More interestingly, ICAM-1 might function as a cell-surface
receptor, capable of initiating intracellular signaling. Further-
more, several studies showed that ICAM-1 expression cor-
related with melanoma thickness, and suggested that it may
contribute to metastatic potential of melanoma cells (25, 26).
However, the contribution of this cell adhesion molecule in
the progression and metastasis of melanoma remain unre-
solved. Nevertheless, we obtained data indicating that down-
regulation of ICAM-1 expression was sufficient to render
metastatic cells resistant to CTLs. This down-regulation of
ICAM-1 is correlated to a decreased PTEN activity and subse-
quent activation of PI-3K/Akt pathway. This strongly suggests
that PI3K/AKT pathway also plays an important role in the
control of tumor susceptibility of CTL-mediated tumor cell
killing.
Epithelial – mesenchymal transition and CTL
resistance
One of the key initial events required for metastasis is the
cancer cell detachment from the primary site. When epithelial
cells lose their characteristics and gain mesenchymal prop-
erties during embryogenesis, they undergo the epithelial –
mesenchymal transition (EMT), which is associated with the
process of metastasis (Figure 2) (27).
Several studies have shown that adenocarcinoma is accom-
panied by the release of single cells through EMT and that the
loss of E-cadherin is one of the important elements that char-
acterize EMT of carcinoma cells. Transcriptional repressors
such as Snail and Slug are activated by the loss of E-cadherin.
Interestingly, in melanoma, breast cancer and prostate cancer,
the expression of mesenchymal markers, such as N-cadherin,
Figure 2 Epithelial – mesenchymal transition (EMT). Invasion and
metastasis of epithelial cancers uses transition to a mesenchymal
state. A number of markers have been identified that are character-
istic of either epithelial or mesenchymal cells and these markers are
listed. E-cadherin, epithelial cadherin; ECM, extracellular matrix; FGFR2,
fibroblast-growth-factor receptor-2; FSP1, fibroblast-specific protein-1.
led to the loss of E-cadherin. Furthermore, the up-regulation
of N-cadherin expression promotes migration of cancer cells.
Another transcription factor that activates N-cadherin expres-
sion is Twist which is known to trigger EMT, and is a highly
conserved basic helix-loop-helix protein involved in metasta-
sis (28).
It should be noted that cancer EMT is regulated by the
surrounding stroma via the activation of some signaling
pathways such as transforming growth factor-β (TGF-β),
endothelial growth factor (EGF), and platelet-derived growth
factor (PDGF). Typically, the binding of TGF-β with serine
threonine kinase receptors TGF-βR1/TGF-βR2 triggers the
phosphorylation of the Smad2/Smad3 dimers that dissociate
from the receptors to interact with Smad4 before entering the
nucleus to regulate transcriptional modulation of EMT. In this
regard, it has been shown that the transcription factor Snail
is required for TGF-β-induced EMT by activating PI3K/AKT
pathway (Figure 3) (29).
Very recently, a study on the relationship between cancer
cells and host immunity during EMT has been reported by
Kudo-Saito et al (30). The results of this study show that Snail
accelerates metastasis not only by enhancing invasion but
also by inducing multiple immunosuppression mechanisms.
In fact, regulatory T-cells and dendritic cells are induced
after Snail transfection in murine and human melanoma cells
partly through TSP1 production. Blocking cancer invasion and
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Figure 3 A schematic representation of the proposed transforming
growth factor-β signaling mechanism that promotes epithelial –
mesenchymal transition via Snail and PI3K/AKT pathway.
immunosuppression can be realized by inhibition of EMT.
This suggests a strategy of novel therapeutic targets for the
inhibition of metastasis. It will be therefore of major interest
to elucidate the impact of EMT on the development and
regulation of cell-mediated cytotoxicity.
Hypoxia, hypoxia-inducible factor, and tumor
cell susceptibility to CTL-mediated lysis
It is now well established that there are poorly vascularized
zones inside solid tumors, which are mainly characterized by
severe hypoxia (oxygen deprivation), low pH, and nutrient
starvation (31). Hypoxia plays a major role in cancer pro-
gression through the activation of major pathways that lead
to increased invasive and metastatic potential, as well as
resistance to radiation and chemotherapy (32–35). Because
hypoxia is a common feature of solid tumors and one of
the hallmarks of tumor microenvironment, we asked whether
hypoxia confers tumor resistance to CTL-mediated killing.
Indeed, exposure of target tumor cells to hypoxia efficiently
inhibited autologous CTL-dependent cell lysis. We further
showed that hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α) induction
and STAT3 activation were responsible for mediating hypoxic
inhibition. We show that hypoxia is directly implicated in the
acquisition of tumor cell resistance to CTL-mediated lysis via
HIF-1α induction and STAT3 activation. Furthermore, a small
novel STAT3 inhibitor has been reported to reverse immune
tolerance in malignant glioma patients (36). More recently,
Sunitinib was shown to positively change the immunosup-
pressive phenotype in RCC tumors (37). Interestingly, Junko
Ozao-Choy have shown that sunitinib malate, a receptor tyro-
sine kinase inhibitor, could reverse MDSC-mediated immune
suppression and modulate the tumor microenvironment by
increasing higher percentage and infiltration of CD8 and
CD4 cells, thereby improving the efficacy of immune-based
therapies (38).
More interestingly, we have shown that vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) neutralization resulted in the
attenuation of hypoxic tumor target resistance to CTL-
mediated killing. We have also showed that STAT3 phosphory-
lation can be stimulated by autocrine signaling through VEGF,
suggesting that tumor microenvironment through hypoxia-
induced VEGF may play a key role in the induction of active
form of STAT3. In this regard, it is very likely that STAT3
activation is associated with the regulation of target gene
expression potentially involved in the alteration of hypoxic
tumor target-specific killing. Therefore, understanding how
VEGF and other soluble factors may lead to STAT3 activation
via the tumor microenvironment may provide a more effective
cancer treatment strategy for hypoxic tumors with elevated
p-STAT3 levels. This also suggests that reduction of VEGF
release, a main immunosuppressive factor, in tumor microen-
vironment may favor the induction of a stronger anti-tumor
CTL response against tumors expressing VEGFR.
The proposed role for STAT3 suggests that the effect of
hypoxic induction of STAT3 extends beyond its critically
important role in controlling cell survival and apoptosis. This
emphasizes that a better understanding of the tumor behav-
ior and its interplay with the killer cells in the context of
the complexity and plasticity of a hypoxic microenvironment
will be a critical determinant in a rational approach to tumor
immunotherapy. Although resistance of tumor targets to killer
cells is likely to be regulated by multiple factors (39), the
hypoxic microenvironment remains an important determinant
involved in the control of target sensitivity to CTL-mediated
lysis.
Hypoxia has been described as a positive regulator of
autophagy through the induction of HIF-1α. HIF-1α induces
BNIP3 and BNIP3L thereby activating autophagic cell sur-
vival by disrupting the autophagy inhibitory complex Beclin-
1/Bcl-2 (31, 40–42). More recently, Wilkinson et al. (42)
showed that the autocrine PDGFR signaling pathway is
involved in hypoxia-induced autophagy through a non-
canonical mechanism. Preliminary results from our labora-
tory suggest that hypoxia-induced autophagy is used by the
hypoxic tumor cells to protect against cell-mediated cytotox-
icity (unpublished data).
Therefore, the possibility that novel approaches targeting
HIF-1α and STAT3 with potent small molecule drugs, being
actively developed, may provide an exciting novel approach
for cancer immunotherapy.
Functional interaction between CTLs and
endothelial cells
The stroma is essential for the tumoral growth and its prop-
agation by providing growth factors and nutrition. Cross-
talk between the immune system of the host and the
tumoral stroma may occur through direct cell-to-cell con-
tacts and/or soluble factors influencing the functional status
of the immune system. Even though tumor cells are the
privileged targets of CTLs, recent results in murine mod-
els indicate that CTLs are also able to recognize other
© 2010 John Wiley & Sons A/S · Tissue Antigens 75, 1–8 5
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Figure 4 Melanoma-derived stroma cells interactions
as monitored by live confocal analysis in three-
dimensional (3D) model. (A) Cellular interactions in
3D construct. Confocal microscopy analysis of 3D
collagen matrix containing a mix of the tumor cells
(red), endothelial cells (yellow), and CD8 T-cell clone
(green) after 1800 h of co-culture. Bars: 50 μm.
(B) Gap-junction formation. Cx43 staining after 18 h
of endothelial cells (red) and tumor cells (blue)
co-culture showed Cx43 based-gap-junction plaques
(green, indicated by squares) between the two cell
types. A zoom-in is shown. Bars: 10 μm.
stroma cells including macrophages and fibroblasts. In this
regard, it was reported that mouse endothelial cells, which
constitute a major component of tumor stroma, can cross-
present in vivo antigenic peptide to T-cells in non-tumoral
experimental models resulting in T-cell activation or induction
of tolerance (43–45). Recently, using a three-dimensional
(3D) reconstruct, we analyzed the interactions between three
components of tumor stroma derived from melanoma biopsy
Figure 5 Tumor cells orchestrating the immunosuppressive network of the tumor microenvironment. Tumor cells use a plethora of molecular and
cellular immunosuppressive components, which may act in concert to counteract effective immune responses and to promote tumor growth and
metastasis. A variety of tumor- or stroma cells-derived soluble factors contribute to the emergence of complex local and regional immunosuppressive
networks, including TGF-β, IL10, VEGF, IL6, prostaglandin E2 (PGE2), soluble FasL or MICA, Mucine 1/2, Galectin-1, and gangliosides). It was
noted that these secreted factors from primary tumor site can extend immunosuppressive effects into local lymph nodes and the spleen, thereby
promoting invasion and metastasis. Furthermore, some of them play a key role in the recruitment and the differentiation of immunosuppressive
immune cell populations (Treg, NKT, iDC, MSC, and TAM). Tumor cells promote immunosuppressive metabolites such as nitric oxide (through iNOS),
adenosine (through hypoxia), or depletion of tryptophan (through IDO) and argenine (through Arginase). In parallel, tumor cells promote their own
growth and neovascularization by producing angiogenic and growth factor (FGF, HGF, AMF, and VEGF) and in remodeling the extracellular matrix by
recruiting of fibroblasts, endothelial cells, pericytes, and the secretion of metalloproteases (MMP) necessary for invasive and metastatic potential.
TGF-β, transforming growth factor-β; IL, interleukin; Treg, T regulatory cell; NKT, natural killer T; iDC, immature dentritic cell; MSC, myeloid-derived
suppressor cell; TAM, tumor-associated macrophage; iNOS, inducible nitric oxide synthase; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase; FGF, fibroblast growth
factor; HGF, hepatocyte growth factor; AMF, autocrin motility factor; VEGF, vascular endothelial growth factor, MMP, matrix metalloproteinase.
6 © 2010 John Wiley & Sons A/S · Tissue Antigens 75, 1–8
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(endothelial cells, tumor cell, and autologous CD8+ clone)
in 3D culture. Confocal microscopy monitoring in real-time
showed the lysis of tumor cells (red color) but also the lysis
of ECs (yellow color) by the specific CD8+ clone (green
color) (Figure 4A, photo after 18 h of co-culture). However,
the lysis of ECs required the presence of tumor cells in the
3D culture. Indeed, our results indicated the existence of
a cytosolic exchange between tumor cells and ECs via the
formation of gap junctions (GJs) (Figure 4B). Gap junction
intercellular communication (GJIC) constitutes an important
mechanism for intercellular substrate exchange, and plays a
major role in the maintenance of tissue/organ homeostasis and
in several human diseases. We showed the antigenic peptide
transfer from tumor cells to ECs via GJs formation, which was
then presented by endothelial cells-class I HLA molecules to
the specific CTL clone (46). Our data provide evidence that,
in addition to their capacity to kill tumor cells, anti-tumor
CTLs are endowed with a certain anti-angiogenic activity. It
is tempting to speculate that targeting cancer cells, as well
as endothelial stromal cells cross-presenting the tumor anti-
gen by tumor-specific CTL, may lead to the destruction of the
tumor and its direct microenvironment.
Conclusions
Despite recent significant advances in the field of tumor
immunology and tumor biology, knowledge about tumor–host
interaction and the paradox between tumor progression and
immune response induction remain yet elusive, and much
remains unknown about the functional interaction between
the tumor microenvironment and immune effector cells. It
has become clear that the physiological behavior of CTL
responses is strongly modulated/influenced by the stromal
components (tumor cells, endothelial cells, fibroblasts, tumor-
associated macrophages, and inflammatory cells). There may
be a perfect orchestration between multiple interactions
involving the stromal components and immune effectors,
resulting in tumor rejection or in contrast tumor evasion and
tumor progression. Furthermore, cancer cells are central to
this orchestra conducting their musicians and are able to
play the first keynote and to keep the tune (as summarized
in Figure 5). Each component brings the factors necessary
for tumor growth (growth and angiogenic factors), for the
acquisition of invasive and metastatic potential (MMPs), and
for suppression of immune responses including cell-mediated
cytotoxicity. The analysis of transcription and proteomics pat-
terns in tumor biopsies might permit the identification of
suppressive pathways and therefore the tailoring combination
therapy to overcome them. As features of the microenvi-
ronment could influence the outcome of immunotherapeutic
interventions, treatments targeting tumor microenvironment in
combination with ones targeting anti-tumor immune response
will be required to better hit the tumor. In fact, it will be excit-
ing to discover whether targeting the tumor microenvironment,
either alone or in combination with vaccines or T-cell adop-
tive transfer, will facilitate the optimal activation of anti-tumor
immune responses and improve the therapeutic benefit of can-
cer immunotherapy. Further studies on cellular and molecular
mechanisms to contribute to anti-tumor immune responses
will be required to overcome immunological tolerance and
promote tumor rejection.
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Abstract. Renal cell carcinoma (RCC) is the most common
type of kidney cancer and recent developments in the molecular
biology of RCC have identified multiple pathways associated
with the development of this cancer. This study aimed at
analyzing the expression pattern of cytokeratin 18 (CK18) in
RCC patients and its prognostic relevance. We quantified
CK18 mRNA expression and protein using real-time reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-
QPCR) and immunohistochemistry, respectively, in paired
tumor and non-tumor samples from 42 patients. Our data
indicate that CK18 mRNA and proteins levels increased with
advanced stage and grade of the disease. Using primary
(RCC5) and metastatic renal cell carcinoma (RCC5 met) cell
lines, we demonstrated that CK18 expression was 5-fold
higher in the metastatic as compared to the primary RCC cell
line and correlated with a migratory phenotype characterized
by a distinct elongated morphology as revealed by Phalloidin
staining. In addition, RCC5 met cells displayed an increased
capacity to attach to fibronectin and collagen which was lost
following CK18 knock-down. Our data also indicate that the
expression of CK18 was associated with increased Snail
expression which correlated positively with advanced disease
in RCC patients. The present findings suggest that CK18 may
play an important role in the progression of RCC and it may
be used as a new predictor for RCC.
Introduction
Renal cell carcinoma is the most common form of kidney
cancer arising from the renal tubule (1). It accounts for 3% of
all adult malignancies and is the most lethal of the common
urologic cancers (2). Approximately 20-30% of patients
present with metastatic disease, and 20-40% of patients
undergoing nephrectomy for clinically localized renal cell
carcinoma will develop metastases (3). Since renal-cell
carcinoma is highly resistant to chemotherapy, interleukin-2
or interferon-· are widely used as first-line treatment of
metastatic disease. Although tumor stabilization and regression
have been observed with immunotherapy, the clinical benefit
of this treatment is insufficient to halt the spread of disease.
Response rates with these cytokines are low and response
rates with metastatic renal cell carcinoma range from 15 to
30% (4). Recent advances in the understanding of the patho-
genesis, behavior, and molecular biology of metastatic renal
cell carcinoma (RCC) have paved the way for developments
that may enhance early diagnosis, improve prognostication,
and prolong survival (5,6).
In a variety of human malignancies, tumor progression
is associated with changes in intermediate filament (IF)
expression (7). IFs provide crucial structural support in higher
eukaryotic cells and accumulating evidence shows that IFs
also participate in various cellular activities including
stress responses, cell growth, cell death and cell migration.
In epithelial cells, the predominant IF proteins are the
keratins, a multigene family of proteins that are divided into
type I (K9-K20) and type II (K1-K8) subclasses. Members of
the two subclasses form non-covalent hetero-polymers in a
1:1 ratio, and are further assembled into keratin filaments. 
The expression of keratins is tissue specific, and is tightly
regulated during differentiation. Cytokeratin 8 (CK8) and
Cytokeratin 18 (CK18) are the major components of IFs in
simple-type epithelial cells, including those in the liver, lung,
kidney, pancreas, mammary gland and in tumors that arise
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from these organs. In this regard, CKs are particularly
useful tools for the surveillance of carcinomas. Besides their
cell structural support and their role in providing mechanical
stability to tissues, CKs are implicated in a range of patho-
logical phenotypes seen in patients bearing mutations in
epidermal keratins. In addition, evidence has shown that
CK18 filaments play an important role in modulating cellular
response (8,9). 
Snail is a zinc finger transcription factor that triggers the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) by directly repressing
E-cadherin expression and has been implicated in tumor
progression (10,11). Recent data have provided evidence that
Snail expression is required for metastatic dissemination.
Currently, it seems that Snail may play a role in maintenance of
the invasive phenotype (12,13). While preliminary information
from expression microarray data sets from primary human
breast cancers suggests that high levels of Snail are correlated
with poor clinical outcome for women with early breast cancer
(14), the involvement of Snail in RCC progression and its
relationship with CK18 has not yet been established. Although
to date, a small number of possible marker genes are known
to predict RCC behavior more accurately, a reliable marker
for early diagnosis of RCC has not been reported (15). Since
RCC is believed to arise from proximal tubule epithelium
(16,17) and in order to identify new prognosis markers for
clear cell RCC, we have examined in the present study the
relationship between CK18 and Snail expression in RCC.
Our findings point to the existence of a relationship between
CK18 and RCC progression as well as a role for Snail during
this process.
Patients and methods
Patients. The immunohistochemistry study was based on
data obtained from the treatment of 40 clear cell carcinomas
surgically resected between 2004 and 2008 at the Division of
Urology, Charles Nicolle Hospital, Tunisia. Hematoxylin
and eosin (H&E) stained sections for all 40 specimens were
reviewed in a blind manner by one pathologist (Table I).
Samples for RT-QPCR were obtained from 42 patients with
histologically confirmed clear cell subtype RCC, who had
not received pre-operative therapy (Table II). Tumors were
resected between 2006 and 2009. The staging of tumors was
carried out according to the International Union against Cancer
(UICC) standards, based on routine imaging methods and
laboratory tests. Normal renal tissue (n=5) obtained from
kidneys removed because of benign diseases were used to
normalize real-time PCR experiments. Appropriate written
consent was obtained to use the material in our study.
Cell lines. Primary and metastatic renal cell carcinoma cell
lines RCC5 and RCC5 met respectively were obtained from the
same patients with conventional RCC as described previously
(18). Cells were cultured in DMEM/F12 1:1 medium con-
taining 10% heat inactivated FCS, 2 mM L-glutamine, 1 mM
sodium pyruvate and 1% Ultroser G (Gibco BRL, Life Techno-
logies, Cergy Pontoise, France) at 37˚C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2. NK cells were negatively
selected from healthy donor peripheral blood mononuclear
cells with NK cell isolation kit II (Miltenyi Biotech).
Immunochemistry. Immunohistochemistry was performed on
formalin-fixed, paraffin wax embedded samples. Immuno-
staining was performed with the mouse anti-human CK18
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Table I. Summary of clinicopathological findings for RCC
patients (immunohistochemistry).
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Table II. Summary of clinicopathological findings for RCC
patients (real-time PCR).
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antibody (1:100, clone DC10, Dako) and the Dako ChemMate
Detection kit. Application of the primary antibody was
followed by incubation with biotinylated goat anti-mouse
immunoglobulin secondary reagent (1:100) for 35 min. After
rinsing in TBS, the slides were then incubated in Dako Duet
(K0492) streptavidin-biotin-horseradish peroxidase complex
for 35 min, rinsed in TBS and mounted. 
The number of CK18-positive cells by immunostaining in
each tumor sample was estimated by the same pathologist
in a consecutive analysis of all samples on 1 day to ensure
maximal internal consistency. The staining results were
grouped into normal CK18 expression (100% stained cells),
heterogeneous CK18 expression (>10% and <100% stained
cells), and complete loss of CK18 expression (<10% stained
cells).
Real-time reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction (RT-QPCR). Total RNA extraction was performed
with TRIzol reagents. Tissue expression of CK18 and Snail
was analyzed using single-stranded cDNA synthesized from
1 µg of total RNA by SuperScript RTII (Life Technologies,
Inc.) and a random hexamer primer. Each gene was run in
duplicates (40 cycles at 95˚C for 15 sec and 60˚C for 1 min)
using SYBR Green chemistry on the ABI PRISM 7700
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Weiterstadt,
Germany). Samples were independently analyzed 2-3 times.
Primer sequences (forward and reverse) were as follows:
CK18, 5'-GAGCCTGGAGACCGAGAAC-3' and 5'-TTG
CGAAGATCTGAGCCC-3'. Snail, 5'-GAGGCGGTGG
CAGACTAG-3' and 5'-GACACATCGGTCAGACCAG-3'.
Data analysis involved the ∆CT method for relative quanti-
fication.
Confocal microscopy. Tumor cells were grown on glass
coverslips, fixed with 3% formaldehyde/PBS for 10 min
and permeabilized with 0.1% Triton X-100/PBS for 5 min,
followed by blocking with 1% bovine serum albumin/PBS
for 20 min. The fixed cells were then stained with Alexa
Fluor 568-phalloidin (Molecular Probes) for actin staining
and with anti-CK18 antibody for CK18 staining followed
by Alexa-488 secondary antibody (Molecular Probes). Cover-
slips were mounted with Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) and analyzed by a Zeiss laser scanning
confocal microscope (LSM-510, Jena, Germany). Images were
later on analyzed by using LSM Image Examiner software
(Zeiss).
Western blot analysis. Western blotting was performed as
described earlier (19). Total cellular extracts were prepared by
lysing cells in ice-cold buffer containing 1% NP40, 1 mmol/l
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µg/ml aprotinin, and 10 µg/
ml leupeptin. Equivalent protein extracts (30-50 µg) were
denatured by boiling in SDS and ß-mercaptoethanol, separated
by SDS-PAGE, and transferred onto nitrocellulose membranes
(Pierce/Perbio). Blots were then blocked for 1 h with TBS
containing 5% non-fat dry milk and probed with appropriate
antibody for 3 h with either anti-CK18 (mouse mAb, Dako)
or anti-Snail (mouse mAb, Cell Signaling). After washing,
blots were incubated with appropriate horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody. The complexes were detected
using SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Pierce/Perbio).
RNA interference. Gene silencing of CK18 expression was
performed by using sequence-specific siRNA, purchased from
Qiagen. RNAi experiments were performed as previously
reported (19). Briefly, cells were transfected by electro-
poration with 200 pmol siRNA in a Gene Pulser Xcell
Electroporation System (Bio-Rad; 300 V, 500 µF) and then
allowed to grow for 72 h. Human siRNA target sequences
used for CK18 were 5'-GCCGGAUAGUGGAUGGCAA-3'
and 5'-GCAUCGUUCUGCAGAUUGA-3'. SiRNA targeting
Luciferase, purchased from Sigma-Proligo, was used as a
negative control.
Wound healing (migration) assay. RCC5 and RCC5 met were
seeded at 1x106 in 60-mm diameter culture dishes. Cells were
gently scraped with a plastic tip to make wounds. The
medium was removed, cells were washed twice with PBS,
and serum-free medium was added along with mitomycin-D.
The cells were allowed to migrate into the area of wounds for
24 and 48 h. Afterwards, cultures were fixed in 4% para-
formaldehyde and stained with 0.5% crystal violet. Migration
was assessed by taking pictures of three different regions of
each wound at 24 and 48 h. Results are representative of
three separate experiments.
Adhesion assay. Ninety-six-well plates were coated with
type-I collagen (3 µg/ml), type-IV collagen (3 µg/ml),
osteopontin (5 µg/ml), or fibronectin (5 µg/ml) overnight at
4˚C and washed with PBS as described earlier (20). Briefly,
cells were detached with PBS-EDTA and seeded in serum-
free medium at a concentration of 104 cells/well. After 1 h at
37˚C wells were gently washed with phosphate-buffered
saline, and attached cells were fixed in 4% paraformaldehyde
and stained with 0.5% crystal violet. Absorbance of each
well was read at 620 nm in a plate reader. Results are
expressed as mean value of triplicate determinations.
Cell death analysis. Cells were plated in a 6-well plate at a
density of 5x104 cells/well and grown overnight. The medium
was replaced with either fresh medium (control medium)
or with medium supplemented with various concentrations
of TRAIL. Early apoptosis was assessed by flow cytometry
using Dioc6 and propidium iodide staining analyzed on a
FACSCalibur flow cytometer. Data were processed using
CellQuest software (Becton-Dickinson) as previously reported
(21).
Cytotoxic activity assay. The cytotoxic activity of the NK cells
was measured by a conventional 4-h Cr51 release assay (22) by
using triplicate cultures in round-bottomed 96-well plates. After
4 h of co-culture supernatants were transferred to LumaPlate-
96-wells (Perkin-Elmer), dried down, and counted on a Packard
TopCount NXT. Percentage of specific cytotoxicity was
calculated conventionally.
Statistical analysis. RT-QPCR results are presented as means
± SD per group. ANOVA was used to compare groups,
followed by multiple comparisons using Bonferroni's post-
INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  36:  1145-1154,  2010 1147
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test and t-test. In all cases, differences were considered
significant at: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
Results
The increased expression of CK18 and Snail in RCC patients is
associated with advanced tumor stages. CK18 expression
was analyzed in RCC tumors from 42 patients by immuno-
chemistry using anti-CK18 mAb on formalin fixed, paraffin
wax embedded samples. As shown in Fig. 1A, positive CK18
staining was found in the cell membrane and cytoplasm of all
normal tissues of proximal and distal tubules and collecting
ducts, while no or weak CK18 expression was observed in the
glomerular cells. For RCC patients, three groups were clearly
MESSAI et al:  CK18 EXPRESSION IN RCC PROGRESSION1148
Figure 1. Relationship between CK18, Snail levels and RCC progression. (A) Cytokeratin 18 (CK18) expression levels in renal cell carcinoma (RCC).
Immunohistochemical staining of normal kidney and RCC tumors with CK18 monoclonal antibody. Overview of 3 groups of patients according to CK18
expression rate (bar, 25 µm). a, Normal kidney. b, Patients with <10% stained tumor cells. c, Patients with 10 to100% (>10% and <100%) stained tumor cells.
d, Patients with 100% stained tumor cells. (B) Relationship between immunohistochemical CK18 expression and clinical features. a, Correlation between
CK18 expression and tumor stage: percentage of patients with 100% stained tumor cells. b, Correlation between CK18 expression and tumor grade:
percentage of patients with 100% stained tumor cells. (C) Relationship between CK18 mRNA expression levels in RCC patients and clinical features.
Expression analysis for CK18 was performed by real-time PCR and was normalized to normal renal tissue. a, Correlation between CK18 expression and
tumor stage. b, Correlation between CK18 expression and tumor grade. (D) Relationship between Snail expression in RCC patients and clinical features.
Expression analysis by RT-QPCR for Snail is relative to 18S rRNA and normalized to normal renal tissue. a, Correlation between Snail expression and tumor
stage. b, Correlation between Snail expression and tumor grade.
1145-1154.qxd  17/3/2010  01:03 ÌÌ  ™ÂÏ›‰·1148
Annexes Annexe I
Page 181
distinguishable according to the rate of CK18 expression in
tumor cells: patients with <10% stained tumor cells (Fig. 1Ab),
patients with heterogeneous stained tumor cells (>10% and
<100%, Fig. 1Ac) and patients with 100% stained tumor cells
(Fig. 1Ad). Data depicted in Fig. 1B and C (RT-QPCR)
indicate that CK18 expression increases according to stage
and grade of RCC. We next explored possible correlations
between CK18 expression levels and various clinicopathologic
characteristics in RCC cases. We evaluated the expression
pattern of CK18 by immunohistochemical analysis. We
observed that CK18 mRNA levels in human RCC specimens
significantly correlate with tumor grade and stage. These
results suggest that the CK18 expression pattern could be
of predictive value as a marker of disease progression.
In order to evaluate the existence of a correlation between
Snail expression and RCC progression, RT-QPCR analysis
was performed on patient samples. Similar to what was seen
with CK18, we observed that relative Snail expression was
higher in RCC patients with either advanced disease stage T3
or advanced disease grade GIII (Fig. 1D). 
Differential expression of CK18 and Snail in primary and
metastatic RCC cell lines. We investigated CK18 and Snail
expression in primary (RCC5) and metastatic (RCC met)
RCC cell lines we had previously established from RCC patient
biopsies. Using RT-QPCR, data shown in Fig. 2A indicate
that the metastatic RCC cell line expressed ~5-fold higher
levels of CK18 mRNA than the primary cells. Similarly the
INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  36:  1145-1154,  2010 1149
Figure 2. CK18 and Snail levels in primary (RCC5) and metastatic (RCC5 met) cell lines. (A) The expression of CK18 and Snail genes in primary RCC5 and
metastatic RCC5 met cell lines was assessed by quantitative RT-PCR. Columns represent mean of three independent experiments; bars, ±S.D. **P≤0.01.
Experimental values were normalized to those for the 18S gene. (B) CK18 and Snail expression in RCC5 and RCC5 met cells was determined by Western blot
analysis. Actin was used as a loading control. (C) Confocal microscopy analysis of CK18 and Snail protein levels in RCC5 and RCC5 met. Cells were grown on
glass coverslips, stained with the appropriate antibody and followed by staining with Alexa-488 secondary antibody. Zeiss Axiovert 200 inverted fluorescence
microscope was used for analysis. Data are from one representative experiment of at least three.
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expression of Snail was higher in RCC5 met as compared
to RCC5. Fig. 2B shows the results of Western blot analysis
confirming the increased expression of CK18 and Snail
proteins in the metastatic RCC cell line. These observations
were further confirmed by confocal microscopy analysis
(Fig. 2C) showing an over-expression of CK18 and Snail
in the metastatic RCC5 cell line. 
The increased expression of CK18 does not interfere with RCC
cell response to NK-mediated cytotoxicity and TRAIL-induced
apoptosis. We asked whether the differential expression of
CK18 by RCC5 and RCC5 met cell lines correlates with their
susceptibility to NK cell- and TRAIL-induced cell death by
investigating their cytotoxic response to human NK cells
and to TRAIL. Data shown in Fig. 3A clearly indicate that
the killing response by cytotoxic effectors (NKL, TALL
and peripheral NK) was not affected by the level of CK18
expressed in primary and metastatic targets. In addition, the
data depicted in Fig. 3B indicate that RCC5 and RCC5 met
display a similar cytotoxic response following treatment
with TRAIL suggesting that CK18 does not interfere with the
apoptotic machinery in these cells.
Differential adhesive and migratory potential of RCC5 and
RCC5 met. Phalloidin staining revealed morphological changes
observed in metastatic cells as compared to the primary
cell line. In fact, RCC5 met display a migratory phenotype
characterized by an elongated morphology, disorganized actin
cytoskeleton and the presence of cell extensions associated
with a marked increase in filamentous actin cellular content
(Fig. 4A). We compared also the adhesive properties of the
two RCC cell lines to defined components of the extracellular
matrix. We found that metastatic cells RCC5 met attach better
to different cell matrices especially fibronectin and collagen I
in comparison to the primary cells RCC5 (Fig. 4B).
We next examined the cell motility of RCC5 and RCC5 met
on plastic substrate by determining the rate of wound closure
after scraping cells from an area of monolayer cultures.
Confluent monolayer cells were scraped, and cells were
allowed to migrate for 24 and 48 h in serum deprived medium
added with mitomycin-C to inhibit cell proliferation. Primary
cell line RCC5 showed an obviously slower closure rate at both
24 and 48 h when compared with metastatic cells RCC5 met
(Fig. 4C).
Silencing of CK18 in RCC5 met resulted in the loss of the
migratory phenotype. To further assess the putative role of
CK18 in migration and adhesion of metastatic cells, trans-
fection of RCC5 met cell line with small interfering RNA
(siRNA) targeting CK18 was performed. A specific and
efficient reduction of the level of CK18 protein as compared to
control siRNA was observed 72 h after transfection (Fig. 5A).
Knockdown of CK18 was accompanied by a decrease in
adhesion of metastatic cells to fibronectin and collagen I
(Fig. 5B). In addition, as depicted in Fig. 5C, CK18 silencing in
RCC5 met resulted in morphological changes showing that
RCC5 met acquired shape and monolayer organization similar
to that exhibited by RCC5 cells. We further demonstrated
that the loss of CK18 in the RCC5 met resulted in the loss of
elongated cells (Fig. 5C). All these changes may reflect an
attenuation of cell migratory properties.
Discussion
Renal cell carcinoma (RCC) represents five percent of adult
epithelial cancers and clear cell RCC is the most frequent
histological subtype. Improved understanding of the molecular
pathways implicated in the pathogenesis of RCC has led to
the development of specific targeted therapies to treat the
disease. In particular, CK18 is attracting considerable interest
as a response biomarker during clinical trials of anticancer
drugs. Given the important role of CK18 in cell adhesion,
cell migration, and signal transduction, which are of major
importance in tumor invasion and metastasis, it seemed
reasonable to investigate the effect of CK18 expression on
patient outcome in renal cell carcinoma. Here we evaluated
the expression pattern of CK18 in renal cell carcinoma by
immunohistochemical analysis of RCC tumors and studied the
correlation between CK18 expression and tumor stage and
grade. The comparison of the CK18 expression pattern with
different clinicopathological risk factors revealed a highly
significant correlation to the size and differentiation grade
of the tumor. These parameters are, among other factors, a
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Figure 3. Sensitivity of RCC5 and RCC5 met to NK, TALL and TRAIL
mediated lysis. (A) RCC5 and RCC5 met were co-cultured with NK cell
line, NK isolated from healthy donors and TALL-104 (ATCC CRL-11386).
Cytotoxicity was determined by a conventional 4-h Cr51-release assay with
different effectors at different ratios. Bars, ±SD. (B) RCC5 and RCC5 met
tumor cells were incubated with recombinant Trail (150, 300 and 600 µg/ml)
for the indicated times, and cell death was measured by DIOC6 and PI
staining.
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function of the proliferative rate of the primary tumor,
suggesting a possible relationship between higher CK18
expression and increased proliferative activity and survival.
Moreover, we observed in some early stages and low grade
tumors the loss of expression of CK18 as compared with
normal renal cells. According to these observations, three
hypotheses could be advanced to explain the variation level
of CK18 expression in RCC following tumor grades and stages:
i) decreased CK18 expression is only needed in low tumor
grades and stages to have tumor progression; this expression
may be restored in high tumor grade; ii) combination of
mutations in different genes may be associated with the weak
CK18 expression in low grade phenotype; or iii) the immune
system may be effective at low grades of RCC in eliminating
CK18 expressing tumor cells but ineffective at high grades.
Recently, Walter et al reported a high frequency of CK18
specific CD8 T cells in healthy donors using an HLA-A2
tetramer refolded with a nonameric peptide isolated from
RCC primary tumor (23,24). These potentially autoreactive
T cells may play an essential role in controlling tumor growth. 
This suggests an important functional role of this protein
in the development or progression of the disease. The variation
INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  36:  1145-1154,  2010 1151
Figure 4. Differential adhesive and migration properties of RCC5 and RCC5 met. (A) RCC5 and RCC5 met were grown on glass coverslips and stained with
Rhodamine-phalloidin before analyzing with a Zeiss Axiovert 200 inverted fluorescence microscope. (B) Renal carcinoma cell line adhesion. RCC5 and
RCC5 met were tested for their ability to adhere to osteopontin, collagen I, collagen IV and fibronectin. Results are expressed in optical density units (OD)
units as a mean of triplicate values ± SD. (C) Renal carcinoma cell line migration assay. RCC5 and RCC5 met were permitted to migrate into the wound area
of monolayer cultures and photomicrographs were taken at 24 h. Results are representative of three separate experiments.
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of CK18 at protein levels seems to be correlated with mRNA
level. The results presented here show that advanced tumor
grade and stage of RCC are associated with CK18 mRNA
expression. It should be noted that several correlative studies
between CK18 expression and prognostic value were pre-
viously established with discrepant results depending on the
primary tumoral site. In this respect, an association between
the induction of CK18 and a poor prognostic outcome has
been established in carcinoma of the oral cavity (25) and in
non-small cell lung cancer (26). Cintorino et al suggested that
CK8, CK18 and CK19 expression and distribution patterns
could be of predictive value as markers of disease progression
as defined by the appearance of lymph node metastases in
oesophageal squamous cell cancer (27). 
In this context, one issue was to identify the functional
consequences of such expression on tumor behaviour. For
this purpose, we used a primary RCC cell line and its metastatic
derivative which we have previously established (18). We
assessed first using different methods the differential behaviour
of the primary and metastatic cell lines including their
susceptibility to NK- and Trail-induced cell death and of their
adhesion and migration capability. We found that the two cell
MESSAI et al:  CK18 EXPRESSION IN RCC PROGRESSION1152
Figure 5. Cytokeratin 18 knock-down resulted in the modulation of RCC5 met tumor cell morphology and its adhesive and migratory properties. (A) Knock-
down of CK18 down-regulates the protein expression. RCC5 met cells were transfected with either 2 different sequences of CK18 siRNA, or scramble control
siRNA (control). Whole-cell lysates were subjected to SDS-PAGE, blotted, and probed with a specific antibody, as indicated. Actin was used as a loading control.
(B) RCC5 met transfected with control siRNA (CT) or CK18 siRNA were tested for their ability to adhere to collagen I and fibronectin. Results are expressed
in optical density units (OD) units as a mean of triplicate values ± SD. (C) RCC5 met transfected with control siRNA (CT) or CK18 siRNA were tested for
their ability to migrate in a wound healing assay. (D) RNA interference-mediated silencing of CK18 in RCC5 met was accompanied by a change in tumor cell
morphology.
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lines have the same response to NK cytotoxicity and Trail
induced apoptosis. However, RCC5 met cell line displays
morphological changes characteristic of migration phenotype
associated with higher adhesion and migration capability as
compared to RCC5 primary cell line. This would indicate
that, in this case, contrary to immune escape mechanisms, the
acquisition of a migratory phenotype is an important feature
for tumor progression. It is well established that epithelial
cell and tissue architecture is largely determined by cytoskeletal
filaments, which are part of an intracellular protein network
comprising the cytoskeleton itself, junctional complexes at
the cell border, and numerous associated proteins. Previous
studies showed that changes in the composition of the cyto-
skeleton expression result in an increased plasticity, which is
required for epithelial tumor cells to become mobile and
invasive. Indeed, most cancer cells do not have the physical
properties of leukocytes to invade tissues, circulate in the
blood, and re-enter new organs. Therefore, epithelial tumor
cells need to undergo a fundamental phenotypical change
called epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) toward
more dedifferentiated and malignant states. To investigate
the functional consequences of CK18 overexpression and to
assess whether its expression patterns could represent putative
markers of tumor progression, we analysed CK18 mRNA
in both cell lines and found that CK18 was significantly
increased in metastatic RCC cell line. Moreover, siRNA
targeting CK18 in RCC5 met line resulted in attenuation of
cell migratory and adhesive properties. In the present study
we clearly indicate that over expression of CK18 correlated
with migratory phenotype characterized by a distinct elongated
morphology. Cytokeratin 18 appears to interfere with tumor
progression without attenuating tumor cell susceptibility to
cell or ligand mediated cytotoxicity despite a change in cell
morphology. Our findings fit with recent reports indicating
that elevated CK expression is associated with invasion
and metastasis and points to its involvement in dynamic cell
remodelling during cancer progression (26,28,29). They also
show that metastatic renal cells display increased cellular
motility, which might indicate increased tumor aggressiveness
and poor patient prognosis. However, findings from other
groups have challenged the value of CK18 as a putative
suppressor of tumor progression in breast cancer (30).
Several studies have associated changes in CK expression
with an altered cellular behaviour (31,32). In this respect, it
has been reported that the overexpression of the CK18 gene in
tumorigenic cells could result from a high level of acetylation
of histones and/or of factors controlling the activity of the
transcription complex (33).
In the course of these studies, we also showed that the
expression of the transcription factor Snail was positively
correlated with advanced disease in RCC patients. This fits
with its increased expression in RCC5 met as compared to
primary RCC line. This expression pattern of Snail in patients
and cell lines correlate with that of CK18. Taking into account,
this observation as well as Snail function and its role as
mediator of cell survival, we suggest that Snail could play a
role in the regulation of CK18 expression. Preliminary results
using siRNA targeting Snail in RCC5 met led to CK18
overexpression (data not shown) in spite of concomitant
increase of CK18 and Snail in high grades and stages. A
better understanding of the mechanisms associated with CK18
transcription and its involvement in the control of tumor
behaviour may therefore allow for the design of improved
therapeutic strategies in RCC. 
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ABSTRACT: Hypoxia, a common feature of solid tumors and one of the hallmarks of tumor microenviron-
ment, favors tumor survival and progression. Although hypoxia has been reported to play a major role in the 
acquisition of tumor resistance to cell death, the molecular mechanisms that control the survival of hypoxic 
cancer cells and the role of hypoxic stress in shaping the cross talk between immune cells and stroma com-
ponents are not fully elucidated. Recently, several lines of investigation are pointing to yet another ominous 
outcome of hypoxia in the tumor microenvironment involving suppression of antitumor immune effector cells 
and enhancement of tumor escape from immune surveillance. Although the identification of tumor-associated 
antigens provided a new arsenal of approaches to enhance antigen-specific response, the immunotherapy ap-
proaches that are currently used in the clinic have only limited success. In fact, tumor stroma components 
including hypoxia are engaged in an active molecular cross talk that has serious implications for immunological 
recognition of tumor in shaping the microenvironment. In this review, we will focus on the impact of hypoxia 
on the regulation of the antitumor response and the subsequent tumor progression. We will also in particular 
discuss data that indicate that manipulation of hypoxic stress may represent an innovative strategy for a better 
immunotherapy of cancer. 
Key woRdS: hypoxia, HIF-1α, antitumor response and tumor progression 
ABBReVIATIoNS: CSC: cancer stem cells; CTL: cytotoxic T lymphocyte; dC: dendritic cell; eMT: epithelial 
to mesenchymal transition; FIH-1: factor inhibiting HIF-1; HIF: hypoxia inducible factor; HRM: hypoxia-regulated 
micro-RNA; MdSC: myeloid derived suppressive cell; NF-κB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B cells; NK: natural killer; PHd2: prolyl hydroxylase domain protein 2; STAT-3: signal transducer and activator of 
transcription-3; TAM: tumor-associated macrophage; TGF-β: transforming growth factor beta; VHL: von Hippel-
Lindau tumor suppressor protein
I. InTROduCTIOn 
The term tumor hypoxia commonly refers to a 
condition in tumors where the oxygen pressure is 
less than 5–10 mm Hg.1 Hypoxia is a common 
feature of almost all of the solid tumors and one 
of the hallmarks of tumor microenvironment.2
Solid tumors contain areas of variable oxygen 
concentrations. Tumor cells closest to a perfused 
blood vessel have relatively high O2 concentrations, 
which decline as distance from the vessel increases. 
There are areas that are well oxygenated, poorly 
oxygenated, and finally necrotic in which cancer 
cells have died due to inadequate oxygenation2,3 
[Fig. 1(a)]. Accumulating evidence indicates that 
hypoxic zones in solid tumors have temporal 
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A. Hypoxia Inducible Factors (HIFs) and 
Tumor Cell Adaptation to Hypoxia
Tumor cells adapt to hypoxic microenvironment by 
the regulation of hypoxia inducible factor family of 
transcription factors (HIFs). This family is composed 
of three members, namely, HIF-1, HIF-2, and HIF-3. 
HIF-1 is a heterodimeric protein that is composed 
of a constitutively expressed HIF-1β subunit and an 
O2-regulated HIF-1α subunit.5 
HIF-1α in the presence of O2 is hydroxy-
lated on proline residue 402 and/or 564 by prolyl 
FIGuRE 1. Schematic overview of normoxic and hypoxic regulation of HIF-1α. (A) Solid tumors contain areas of vari-
able oxygen concentrations. Tumor cells closest to a perfused blood vessel have relatively high O2 concentrations 
(normoxic cells, highlighted in red). The O2 concentrations decline as distance from the vessel increases (hypoxic cells, 
highlighted in blue). (B) In normoxia, HIF-1α is hydroxylated by prolyl hydroxylases (PHDs), resulting in its interaction 
with the von Hippel-Lindau tumor suppressor protein (VHL), which recruits an E3 ubiquitin-protein ligase that subse-
quently catalyzes polyubiquitination of HIF-1α, thereby targeting it for proteasomal degradation. (C) Apart from strict 
oxygen-dependant regulation, HIF-1α is also regulated by several oxygen-independent mechanisms (hypoxia such as 
normoxia). Mutations of fumarate hydratase (FH) and succinate hydratase (SH) inhibit the PHDs. VHL mutations lead 
to constitutive activation of HIFs. RAF and MITF mutations are able to regulate HIF-1α under a normal level of O2. 
(D) Under hypoxic conditions, hydroxylation is inhibited and HIF-1α rapidly accumulates, dimerizes with HIF-1β, and 
binds to the HREs (hypoxia response elements) in target genes. HIF-1 thereby controls several important processes 
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hydroxylase domain protein 2 (PHD2), resulting 
in its interaction with the von Hippel-Lindau 
(VHL) tumor suppressor protein, which recruits 
an E3 ubiquitin-protein ligase that eventually 
catalyzes polyubiquitination of HIF-1α, thereby 
targeting it for proteosomal degradation 6 [Fig. 
1(b)]. Under hypoxic conditions, hydroxylation 
is inhibited and HIF-1α rapidly accumulates, 
dimerizes with HIF-1β, binds to the core DNA 
binding sequence 50-RCGTG-30 [R, purine (A 
or G)] in target genes, recruits coactivators, and 
activates transcription [Fig. 1(d)]. In addition, 
O2-dependent hydroxylation of asparagine-803 by 
factor-inhibiting HIF-1 (FIH-1) blocks interac-
tion of HIF-1α with the coactivators P300/CBP 
under normoxic conditions.7 Both PHD2 and 
FIH-1 use O2 and α-ketoglutarate as substrates 
and generate CO2 and succinate as by-products of 
the hydroxylation reaction.8 Similar to HIF-1α, 
HIF-2α is also regulated by oxygen-dependent 
hydroxylation.9 HIF-1α and HIF-2α are struc-
turally similar in DNA binding and dimerization 
domains but differ in their transactivation domains. 
Consistently, they share overlapping target genes, 
whereas each also regulates a set of unique tar-
gets.10 HIF-3α lacks the transactivation domain 
and may function as an inhibitor of HIF-1α and 
HIF-2α and its expression is transcriptionally 
regulated by HIF-1.11
Apart from strict oxygen-dependant regula-
tion of HIFs, HIF-1α and HIF-2α are regulated 
by several oxygen-independent mechanisms.12 It 
has been reported that mutation of VHL, PTEN, 
B-RAF, SDH, FH, and MITF are able to regulate 
HIF-1α under normal level of O2 (hypoxia like 
normoxia) [Fig. 1(c)]. This stability of HIF-1α 
under normoxia leads to its increased transcrip-
tional activity and may have a huge impact on cell 
biology and cancer development.
A large body of clinical data shows a positive 
correlation between increased hypoxic expression 
of HIF-1α and HIF-2α and patient mortality.8 
Both HIF-1α and HIF-2α have common target 
genes as well as their respective target genes. The 
genes induced by hypoxia-dependent HIF-1α and 
HIF-2α play important roles in regulating differ-
ent aspects of tumor biology such as angiogenesis, 
cell survival, chemo- and radioresistance, prolifera-
tion, invasion and metastasis, pH regulation and 
metabolism, resistance to immune system, and 
maintenance of cancer stem cells.13,14
Interestingly, HIF-1α and HIF-2α can have 
opposing effects on the cell cycle and on cell pro-
liferation. The best example of this is in clear cell 
renal carcinoma, in which HIF-2α is described to 
drive the tumor growth while HIF-1α may restrict 
proliferation.15 This opposite effect of HIF-1α and 
HIF-2α could be related to the mechanism involv-
ing the regulation of c-Myc. Indeed, it has been 
suggested that HIF-1α antagonizes the activity of 
Myc while HIF-2α enhances Myc activity.16
In this review, we will discuss how cells of the 
immune system (both innate and adaptive) respond 
to hypoxia in terms of their survival and effector 
functions. We will show the ways in which hypoxic 
tumor microenvironment promotes the recruit-
ment, activation, and survival of innate immune 
cells while inhibiting the adaptive immunity. We 
will outline how hypoxic stress confers resistance 
to tumor cells, and describe the molecular aspects 
of the cross talk between hypoxia induced factors 
(HIF-1α, p-stat3 and mir- [AQ: 1], etc.) and 
resistance to cytotoxic treatments. We will also 
illustrate the relationship between hypoxia and 
cancer stem cells. Finally, we will discuss whether 
the inhibition of hypoxic signaling pathways in dif-
ferent compartments of the solid tumor microen-
vironment will open new therapeutic opportunities 
in cancer immunotherapy. 
II. HyPOxIA AFFECTInG THE IMMunE 
SySTEM 
The effects of hypoxia on immune cells are proposed 
to be critical factors for the development of tumor 
immune escape. The innate and adaptive immune 
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levels with a global amplification of the innate 
responses and a direct or indirect (via the innate 
system) shortcoming of the adaptive ones. These 
diverse effects are summarized in Fig. 2. 
A. Hypoxia Interferes with Innate Immunity
Hypoxia promotes neutrophils survival by inhib-
iting apoptosis and inducing the release of the 
neutrophil survival factor MIP-1β.17,18 It also 
increases neutrophil blood vessel extravasation by 
modulating β integrin expression19 and neutro-
phil tumor infiltration through the secretion of 
hypoxia-induced chemokines by hypoxic epithelial 
and endothelial cells.20 Hypoxic zones in tumors 
are also able to attract macrophages leading to 
macrophage accumulation.21 The presence of HIF-
1α in tumor-associated macrophages suppresses 
cytotoxic T-cell function, and loss of HIF-1α 
in macrophages is sufficient to relieve tumor-
infiltrating lymphocytes (TILs) from immune 
suppression and decrease tumor growth.22 TAM 
and tumor-infiltrating neutrophils play a key role 
in cancer development and metastasis.23,24 TAM 
can also be issued from myeloid-derived suppres-
sor cell (MDSC) differentiation following HIF1α 
stabilization in MDSC within the hypoxic tumor 
FIGuRE 2. Influence of hypoxia on the innate and adaptive immune systems. Diverse effects of hypoxia on innate 
immune system (macrophage, DC, MDSC, NK, and neutrophil) and adaptive immune system (CTL, Treg, and B cells). 
In general, hypoxia amplifies the activity of innate immune cells while suppressing the response of the adaptive im-
mune system. DC, dendritic cells; MDSC, myeloid-derived suppressor cells; NK, natural killer cells; CTL, cytotoxic T 
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microenvironment. HIF-1α in MDSC makes them 
able to suppress antigen-specific T-cell functions, 
which further supports the immunosuppressive 
environment observed within tumors.25
The presence of HIF-1α in dendritic cells 
(DCs) seems to have contradictory effects. Indeed, 
low oxygen levels are reported to inhibit DC 
maturation and differentiation but to enhance 
DC inflammatory functions. This leads to an 
inhibition of adaptive immune functions of DC 
but reinforcing their innate immune ones.26 In 
contrast, other studies show that hypoxia induces 
human DC maturation and differentiation.27,28 
These mature DCs overexpress HIF-1α and their 
coculture with T cells induces T-cell maturation. 
These conflicting results could be explained by 
differences in the experimental approaches with 
regard to the source and purity of DC precursors, 
the protocols used for maturation and differentia-
tion of DC, and the hypoxic stimulus (duration, 
level, hypoxic chambers versus CoCl2). Future 
research is needed to further dissect the cross talk 
between hypoxia/HIFs [AQ: 2] and DCs, which 
represents a critical issue for our understanding of 
host responses to tumors.
B. Influence of Hypoxia on Adaptive 
Immunity 
Hypoxia leads to the development of a proinflam-
matory microenvironment that promotes innate 
immunity while it inhibits adaptive immunity.18 
Nonetheless, the role of hypoxia and HIFs on 
the adaptive immune system is not well char-
acterized. It is reported that hypoxia promotes 
T-cell lymphocyte apoptosis.29,30 Other studies 
show on the contrary that hypoxia prevents T-cell 
activation–induced cell death resulting in increased 
survival.31 Deficiency for HIF-1α in thymocytes 
from mice also results in increased caspase-8–me-
diated apoptosis.32 These conflicting results need 
to be reconciled. With regard to T-cell functions, 
hypoxia depresses CTL functions by inhibiting 
TCR signaling.29 It also induces increased local 
concentration of extracellular adenosine33,34 that 
acts on T-cell A2A adenosine receptors (A2AR) 
causing intracellular cAMP accumulation and 
subsequent inhibition of activated T cells. The 
use of A2AR antagonists or genetic depletion of 
A2AR weakens inhibition of antitumor T cells 
and inhibits or delays tumor growth.35 These 
findings imply that hypoxia-mediated inhibition 
of T cells confers protection to the hypoxic tissue. 
Accordingly, in an inflammatory context, target-
ing of HIF-1α in activated T cells is reported to 
increase T-cell responses suggesting that HIF-1α, 
in addition to mediating physiological responses 
to hypoxia, also plays a negative regulatory role 
on T-cell functions.36,37 Recently, HIF-1α has 
been shown to mediate Th17 differentiation and 
to inhibit regulatory T cells (Tregs) differentiation 
from naive T cells by activation of the glycolytic 
pathway.38
With regard to B cell lymphocytes, HIF-1α 
deficiency in chimeric mice causes lineage-specific 
defects in B-cell development with decreased 
proliferation of B-cell progenitors, appearance 
of abnormal B-cell population, and, similarly to 
the enhancement of T-cell functions in HIF-1α-
targeted T cells, autoimmune disorders.39 In this 
context, it has been shown that HIF-1α is required 
for efficient glycolysis in B cells in a stage-specific 
differentiation manner.40 Thus, a potential role 
of HIF-1α in autoimmunity has been proposed 
through the regulation of the development, 
metabolism, and functions of B cells.
III. IMPACT OF HyPOxIA On TuMOR 
CEllS
A. Influence of Hypoxia-Induced 
Regulation of Tumor Cell Susceptibility to 
Cell-Mediated Cytotoxicity
It is now well established that hypoxic tumor 
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variants with increased metastatic and invasive 
potential.41 Several other evidences suggest that 
HIF-1α may have a protective role under hypoxic 
conditions.42,43 Since these tumor variants are 
resistant to radiotherapy and chemotherapy, one 
might postulate that the exposure to low levels of 
oxygen may lead to adaptive responses allowing 
tumor cells to escape from immune surveillance. 
Fink and colleagues reported the inhibition of natu-
ral killer (NK) cytotoxicity toward liver cell lines 
under hypoxic conditions.44 Siemens et al. have 
recently reported that hypoxia contributes to tumor 
cell shedding of the MHC class I chain-related 
molecule (MIC) through a mechanism involving 
impaired nitric oxide (NO) signaling.45 These find-
ings suggest that hypoxia is able to confer tumoral 
cell resistance to effector cell cytotoxicity.
Recently, we have shown46 that hypoxic expo-
sure of target tumor cells inhibits the CTL clone-
induced autologous target cell lysis. Interestingly, 
the observed lysis inhibition was not associated 
with an alteration of CTL reactivity and tumor 
cell recognition indicating that tumor-induced 
priming of the autologous CTL clone was not 
affected after exposure of tumor target cells to 
hypoxia. We further demonstrated that HIF-1α 
induction and STAT3 activation are associated 
with hypoxia-induced lysis inhibition. Our results 
suggest a new role for hypoxia-dependent induc-
tion of HIF and activation of STAT3 in tumor 
resistance to the immune system.46
B. Role of Hypoxia-Activated STAT3 in 
Modulating Antitumor Immune  
Response 
STAT3 activation within tumor microenvironment 
is known to be associated with cytokine-induced 
proliferation, antiapoptosis, and transformation.47,48 
Moreover, it is now well established that STAT3 
modulates the cross talk between tumor and 
immune cells.49 A novel small-molecule inhibitor 
of STAT3 has been reported to reverse immune 
tolerance in malignant glioma patients.50 Another 
inhibitor, sunitinib, was shown to positively change 
the immunosuppressive phenotype in RCC 
tumors,51 and more interestingly, Ozao-Choy et 
al. have shown that sunitinib malate, a receptor 
tyrosine kinase inhibitor, could reverse MDSC-
mediated immune suppression and modulate the 
tumor microenvironment by increasing higher 
percentage and infiltration of CD8 and CD4 cells, 
thereby improving the efficacy of immune-based 
therapies.52 This points to the potential role of 
STAT3 in tumor adaptation induced by hypoxia. 
The proposed role for STAT3 suggests that the 
effect of hypoxic induction of STAT3 extends 
beyond its critically important role in controlling 
cell survival and apoptosis. This emphasizes that a 
better understanding of the tumor behavior and its 
interplay with the killer cells in the context of the 
complexity and plasticity of a hypoxic microenvi-
ronment will be a critical determinant in a rational 
approach to tumor immunotherapy.
Although resistance of tumor targets to killer 
cells is likely to be regulated by multiple factors,53 
we believe that hypoxic microenvironment is a 
key determinant involved in the control of target 
sensitivity to CTL-mediated lysis. Therefore, the 
possibility that novel approaches targeting HIF-1α 
and STAT3 with potent small-molecule drugs, 
being actively developed, may provide an exciting 
novel approach for cancer immunotherapy.
C. Role of Hypoxia-Induced Autophagy 
in the Adaptation of Tumor Cells to 
Anticancer Therapies 
Autophagy is an evolutionarily conserved cel-
lular process involving the formation of double-
membrane vesicles called autophagosomes. These 
autophagosomes sequester organelles and cyto-
plasmic contents to deliver them to lysosomes 
for degradation.54 The autophagic process allows 
cells to recycle damaged proteins and organelles to 
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sublethal stress including nutrient or growth factor 
deprivation, reactive oxygen species, and hypoxia.55 
It has been well documented that hypoxia activates 
the autophagy pathway in cancer cells [Fig. 3(a)]. 
The activation of autophagy under hypoxia depends 
on the induction of HIF-1α, which activates the 
transcription of the BH3-only proteins BNIP3 and 
BNIP3L leading to the disruption of the inhibi-
tory interaction between Beclin 1 and Bcl-2 [Fig. 
3(b)].56,57 In addition to BNIP3 and BNIP3L, it 
has been reported that hypoxia, through the tran-
scription factors ATF4 and CHOP, increases the 
transcription of LC3 and ATG5,58 two essential 
genes involved in the formation and maturation of 
autophagosomes. Several other pathways have been 
described to activate autophagy under hypoxia.55 
Autophagy has also recently been demonstrated 
as important for conferring resistance to different 
anticancer therapies including immunotherapy.59 In 
several human cancer cell lines, hypoxia increased 
transcription of the essential autophagy genes such 
as LC3. This transcriptional induction replenished 
LC3 protein that was turned over during extensive 
hypoxia-induced autophagy in order to maintain 
the autophagic process during hypoxia and thereby 
promotes the survival of cancer cells.58 Consistent 
with these data, autophagy induction occurred pref-
erentially in hypoxic regions of human tumor xeno-
grafts. Furthermore, pharmacological inhibition of 
autophagy sensitized human tumor cells to hypoxia, 
reduced the fraction of viable hypoxic tumor cells, 
and sensitized xenografted human tumors to anti-
cancer therapy.58 Collectively, these studies strongly 
argue that autophagy is an important mediator of 
the hypoxic tumor microenvironment and that it 
contributes to resistance to treatment. Beside its 
function as a protein degradation process, recent 
evidence points to a novel role of autophagy 
in innate and adaptive immunity.60 Indeed, the 
autophagy pathway can modulate key steps in the 
development of adaptive immunity. In this context, 
it has been proposed that autophagy regulates the 
development and survival of lymphocytes as well as 
the modulation of antigen processing and presen-
tation.61 Autophagy induction in target cells also 
increases their potential to serve as immunogens 
for dendritic cell cross-presentation to CD8+ T 
cells. Furthermore, the autophagy pathway can 
also modulate the selection and survival of some 
CD4+ T cells in the thymus.62 However, much 
still remains to be learned about the relationship 
between hypoxia-induced autophagy and the tumor 
immunotherapy. Obviously, targeting autophagy in 
hypoxic tumor cells may have a major impact on 
cancer immunotherapy.
FIGuRE 3. (A) Hypoxia induction of autophagy in MCF-7 
breast adenocarcinoma cell line. Cells transfected with the 
autophagy marker LC3 fused with GFP were cultured under 
normoxia (pO2 21%) or hypoxia (pO2 1%). The induction 
of autophagy was monitored by the formation of green 
dot–like structures corresponding to autophagosomes; 
bar, 10 mm. (B) Involvement of HIF-1α in the induction of 
autophagy. Under hypoxia, HIF-1α activates the transcrip-
tion of BNIP3/BNIP3L proteins. The overexpression of 
these proteins dissociates the autophagy inhibitory protein 
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d. Role of Hypoxia-Regulated Micro-
RnAs in the Control of Tumor Behavior
 Micro-RNAs (miRNAs) are about 18–24 nucle-
otides, and are small noncoding RNAs. They 
negatively regulate mRNA expression by repress-
ing translation or directly cleaving the targeted 
mRNA.63 Over the past few years, the role of 
miRNA has expanded from their functions in the 
development of roundworms to ubiquitous regula-
tor implicated in several critical processes, includ-
ing proliferation, cell death and differentiation, 
metabolism, and, importantly, tumorigenesis.64
1. Hypoxia-Regulated Micro-RNAs (HRMs) 
Hypoxia as an essential component of tumor 
microenvironment is capable of stabilizing tran-
scription factor HIF-1α, which in turn is capable 
of regulating its target genes (classical pathway 
of response to hypoxia), but also much of micro-
RNAs (new pathway of response to hypoxia). These 
micro-RNAs regulated by hypoxia are known as 
hypoxia-regulated micro-RNAs (HRMs) (Fig. 4). 
These HRMs are capable of repressing the expres-
sion of different target genes, thereby influencing 
important processes in tumor development such 
as angiogenesis, cell survival and cell death, etc.65,66 
Recently, it has been shown that certain HRMs 
are capable of affecting HIF-1α expression.67 
2. Mir-210: Mediator of Hypoxic Response
Among these HRMs, miR-210 is the only miRNA 
consistently upregulated in both normal and 
transformed hypoxic cells, and it is also generally 
FIGuRE 4. A proposed model of how hypoxia regulates hypoxia-inducible genes and hypoxia-regulated micro-RNAs 
(HRMs) leading to better adaptation to the hypoxic microenvironment. Hypoxia activates HIF-1α, which in turn regulates 
the hypoxia-inducible genes (left side) such as VEGF, GLUT-1, PGK-1, CA-IX, and CXCR4. On the other hand, hypoxia 
regulates several micro-RNAs called hypoxia-regulated micro-RNAs (HRMs). Once induced, HRMs such as miR20b, 
miR199a, and miR424 affect HIF-1α expression under hypoxia. One of the HRMs, miR-210, is able to repress several 
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recognized as a robust HIF target.68 Mir-210 has 
been considered as an in vivo marker of tumor 
hypoxia.69 Mir-210 has been correlated positively 
to poor patient prognosis in head and neck cancers, 
and mir-210 has been detected in the serum of 
breast cancer patients.70–72 Mir-210 also partici-
pates in the hypoxic response of endothelial and 
neuronal cells.73
More importantly, the increased expression of 
miR-210 also correlates with the improved survival 
of transplanted mesenchymal stem cells (MSCs) 
in a rat model. By downregulating caspase-8–as-
sociated protein 2 (CASP8-AP2), a proapoptotic 
regulator of Fas-mediated apoptosis,74 miR-210 
protects MSC from cell death. Finally, mir-210 
is capable of regulating several cellular processes 
by regulating the expression of genes involved in 
angiogenesis, cell cycle, cell survival, and tumor 
initiation68 (Fig. 4). 
In summary, miR-210 plays a crucial role in 
mediating the cellular response to hypoxia resulting 
in a better adaptation of hypoxic cells to tumor 
microenvironment. Manipulating miR-210 within 
the tumor microenvironment may therefore lead to 
novel diagnostic and therapeutic approaches.
E. Hypoxia and Epithelial to 
Mesenchymal Transition 
Epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a 
complex molecular process during which epithelial 
cells lose apico-basal polarity and acquire mesen-
chymal motile phenotype. A hallmark of the EMT 
is the downregulation of epithelial markers such 
as cadherin and cytokeratin, and the upregulation 
of mesenchymal markers such as vimentin leading 
to an organized disassembly of epithelial cell-cell 
contact.75–77 EMT has a central role in cancer 
progression and metastasis.78,79 Several signaling 
pathways (TGF B, Wnt, Notch, etc.) and tran-
scriptional factors (Snail, Slug, Twist, etc.) can 
induce EMT.79 Recently, hypoxic signaling through 
HIF was implicated as an important trigger and 
modulator of EMT.80,81
1. Hypoxic Regulation of EMT Triggering 
Signaling Pathways
Under hypoxic microenvironment, different signal-
ing pathways, directly involved in triggering EMT, 
are activated80 (Fig. 5). Members of TGF β are 
major inducers of EMT during embryonic devel-
opment, fibrotic diseases, and cancer progression.82 
TGF β, after binding to serine/threonine kinase 
receptors TβRI and II, recruits and phosphorylates 
TGF β cytoplasmic mediators SMADs. SMADs 
interact with EMT transcriptional factors (Snail, 
Slug, and SIP) and thereby inducing mesenchymal 
transition.83 TGF β can also trigger EMT through 
cooperation with oncogenic pathways such as Ras, 
Wnt/β catenin, and NF-κB in order to maintain 
mesenchymal and invasive tumor cells’ properties.84 
Several studies reported the existence of coopera-
tion between hypoxia and TGF β in activating 
EMT. In fact, hypoxia induces an increase in 
TGF β production from mesenchymal and cancer 
cells.85,86 In hepatocytes, it was demonstrated that 
TGF-β signaling pathway is downstream of HIF 
activation and that hypoxia-induced EMT depends 
on TGF β signaling.87 On the other hand, HIF-1 
and TGF β co-regulate some gene targets such 
as the cyclooxygenase-2, which is implicated in 
enhancing EMT.88
NF-κB induces expression of the master 
EMT regulators Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, and 
Twist, which repress expression of genes encod-
ing epithelial markers. NF-κB also promotes a 
mesenchymal phenotype, migration, and invasion 
of tumor cells.89 Different studies highlight the 
implication of hypoxia in the induction of EMT via 
the NF-κB pathway most likely through cross talk 
between NF-κB and HIF signaling pathways.90 
For example, it was demonstrated that inhibition 
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leads to the activation of both HIF and NF-κB 
pathways.91
The Notch signaling pathway can induce EMT 
via increasing Snail expression or by interacting 
with TGF β/SMADs and NF-κB pathways.92 
It has been shown that HIF-1 binds the Notch 
intracellular domain and stabilizes its transcrip-
tional activity leading to the regulation of the 
Notch pathway under hypoxia.93 Recent findings 
demonstrated that Notch pathway inhibition 
abrogated the hypoxia-mediated increase in Slug 
and Snail expression, as well as decreased breast 
cancer cell migration and invasion.94
2. Hypoxic Regulation of EMT 
Transcription Factors
After hypoxia or constitutive HIF expression, epi-
thelial cell lines regulate the expression of major 
EMT-associated transcription factors. Under 
hypoxic conditions, Twist [AQ: 3] protein level 
is significantly upregulated in different tumor 
cell lines. Reduced endogenous HIF-1 reverted 
the Twist level in cells, indicating the key role of 
HIF in Twist expression regulation.95 Twist over-
expression induced in hypoxia conditions leads to 
repression of E-cadherin and promotes EMT and 
metastatic ability. Additionally, coexpression of 
Twist, Snail, and HIF-1α was recently correlated 
with bad prognosis and metastasis.96,97
Snail, a zinc-finger transcription factor, is 
involved in the repression of many epithelial 
markers expression and plays a crucial role in 
carcinoma cells invasion. It has been associated 
with decreased recurrence-free survival.98 Increased 
Snail expression, under hypoxia, accompanied by 
decreased E-cadherin expression, has been reported 
in ovarian cancer cell lines.99 Exposure of human 
breast cell lines to hypoxia also induced EMT 
with elevated Snail and vimentin expression.100 
Additionally, some hypoxia targets [lysyl oxidase 
like 2, urokinase plasminogen activator (uPA) and 
its receptor [AQ: 4]] could regulate Snail and 
FIGuRE 5. Schematic representation of the EMTs occurred under hypoxia. Cells located in the well oxygenated areas 
(normoxic areas) closest to blood vessel display an epithelial phenotype; however, cells located in poorly oxygenated 
areas lose their epithelial phenotype and gain mesenchymal properties following the activation of several transcription 
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trigger EMT.101,102 Recently, Luo et al. identi-
fied a hypoxia-responsive element within close 
proximity of the minimal Snail promoter, which 
binds both HIF-1 and HIF-2 target genes and 
activates Snail transcription.103 Hypoxia can also 
increase the expression of epithelial repressor Slug 
via HIF-1α promoting cancer cells invasiveness. 
Recently, Chen et al. reported that induced Slug 
and Snail expression by hypoxia-mediated Notch 
signaling is associated with increased breast cancer 
cell migration and invasion.94
Thus, it is well established that hypoxia-
regulated EMT is directly implicated in tumor 
growth, invasion, and metastasis. In the future, 
we have to consider targeting both hypoxia and 
EMT in the design of new drugs. 
F. Hypoxia and Cancer Stem Cells
Tumor growth is dependent on the presence of a 
subpopulation with stemlike properties called cancer 
stem cells (CSCs) within the tumor.104 CSCs, which 
are in an undifferentiated state, undergo self-renewal 
and when implanted in immune-deficient mice are 
able to develop tumors and to reestablish the bulk 
tumoral heterogeneity.105 CSCs also have the prop-
erty to resist conventional antitumor therapies,106 
which makes them a probable cause of tumor 
recurrences after treatment. Therefore, their eradi-
cation in the tumor is a therapeutic challenge that 
justifies a better understanding of their emergence 
and persistence in the tumoral tissue.
In this regard, hypoxia and HIFs have been 
described to induce tumor cell dedifferentiation 
toward an immature phenotype and similarly to 
maintain tumor cells with stem cell properties.13 
Several reports show the role of hypoxia and HIFs 
in promoting a stemlike phenotype through the 
expression of genes such as OCT4, SOX2, and 
NANOG required for self-renewal maintenance in 
stem cells or the activation of the Notch signaling 
pathway that regulate cell self-renewal and differ-
entiation.13 A study from Jogi et al. has shown that 
culturing neuroblastoma cells under hypoxia led 
to an increase of neural crest gene expression and 
a decrease of neuron lineage marker expression.107 
In glioblastoma, Mc Cord et al. have reported that 
glioblastoma neurospheres under hypoxia show an 
increased proportion of CD133+ stemlike cells and 
induction of embryonic markers such as OCT4 
and SOX2. This was associated with a selective 
increase of HIF-2α.108 Hypoxia was reported by 
Chen et al. to activate Notch signaling pathway in 
lung adenocarcinoma, which revealed to be essen-
tial since using a Notch signaling inhibitor under 
hypoxia induced cell death.109 However, Notch 
pathway can also promotes cell differentiation in 
keratinocytes and certain neural stem cells.110,111 
This ability of hypoxia to increase the stem cell–
like subset inside a tumor cell population reflects 
the plasticity of the CSC compartment and the 
role of microenvironmental stimuli in shaping this 
particular subset. 
Some of the effects of hypoxia on tumor cell 
differentiation are directly mediated by the HIFs. 
Li et al. reported that targeting HIF-1α and 
HIF-2α in CD133+ glioma stem cells decreased 
their survival and their tumorigenic and angiogenic 
potentials.112 They also reported a preferential 
expression of HIF-2α in CD133+ glioma stem 
cells, whereas HIF-1α was present in both stem 
and nonstem tumor cells and needed more severe 
hypoxia to be stabilized. Another study using 
human neuroblastoma cells also found a selective 
expression of HIF-2α in an immature cell subset, 
with induction of differentiation when targeting 
HIF-2α.113 Overexpression of HIF-2α in non-
glioma stem cells was sufficient to induce a stem 
cell–like phenotype (sphere-forming ability, larger 
tumors after mice engraftment).114 At a clinical 
level, HIF-2α expression in patients correlated 
with poorer prognosis.112,113 These findings support 
a preferential targeting of HIF-2α for selective 
eradication of CSCs without adverse effects on 
normal progenitor cells. HIF-1α is not outdone 
since a recent study by Wang et al. using human 
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in CSCs under normoxic conditions due to VHL 
deficiency, and that blocking HIF-1α activity was 
able to eliminate leukemia stem cells without affect-
ing the normal hematopoietic stem cells.115
These studies and others describe the effects 
of hypoxia in converting differentiated cancer cells 
into stemlike cancer cells, and the possibility that 
stabilized HIF-1α or HIF-2α may represent criti-
cal targets for eradicating the tumoral stem cell 
compartment. Thereby, HIF protein functions in 
tumors go beyond mediating adaptation to hypoxia 
by modulating cell metabolism and survival and 
driving vessel development. Intriguingly, CSCs 
were proposed to localize more within a tumor 
and hypoxic niches than in perivascular and con-
sequently oxygenated regions. In this regard, it has 
been proposed that both hypoxic and nonhypoxic 
mechanisms of CSC regulation [AQ: 5], although 
this hypothesis remain to be investigated.116 
G. Hypoxia-like normoxia: Oxygen-
Independent Regulation of HIF1α and 
HIF2α 
Apart from oxygen-dependent strict regulation of 
HIFs, HIF1α and HIF2α can also be regulated 
by oxygen-independent mechanisms, leading to 
increased HIF transcriptional program under 
normal level of O2 and promoting tumor growth.8 
Here, we will discuss how genetic alterations such 
as gain of function mutations of oncogene or 
loss of function of tumor suppressor gene can be 
responsible for overexpression of HIFs in a cell 
type–specific manner. Recently, it has been shown 
that inducers of HIFα such as reactive oxygen4 
and nitrogen species117 can also be found in the 
microenvironment.
1. Constitutive HIF Activation through 
Inactivation of VHL Gene
A constitutive HIF gene activation can be observed 
in VHL diseases (renal cell carcinomas patients 
and most of sporadic clear cell RCCs) character-
ized by an inactivation of VHL gene. The double 
allele loss of function (deletion, mutation, CpG 
island hypermethylation) VHL-/- gives rise to 
an increased level of HIF-1α and HIF-2α118,119 
or only of HIF-2α, which seems to be necessary 
and sufficient for tumor growth in VHL-/- RCC 
cell lines contrary to HIF1α.119,120
2. Constitutive HIF Activation by RAS/
RAF/MITF Overactivation
Activating mutation of RAS121 and RAF122 were 
also linked to enhanced levels of HIFα protein, 
even in normoxic conditions. In colon cancer, it 
was described that RAS and RAF mutation enable 
a better response of cancer cells to hypoxia. This 
underlines their differential impact on HIF1α 
or HIF2α and justifies phenotypic differences in 
KRAS or BRAF colon cancer.123 Furthermore, in 
melanoma cells, mutant BRAF can enhance HIF1α 
expression in normoxia124 and is also described 
as a regulator of microphthalmia-associated 
transcription factor (MITF) through a “tricky” 
process implying an increase in ERK-induced 
MITF degradation in parallel with an increase of 
MITF transcription by BRN2.125 MITF is itself 
described as a transcriptional activator of HIF1α 
in melanoma.126
3. Constitutive HIF Activation through 
Inactivation of Fumarate and Succinate 
Hydratase Gene
Inactivation by germ line mutations of fumarate 
and succinate hydratase genes in renal cancer cell 
predisposes to hereditary leiomyomatosis syndrome 
(HLRCC) and induces hereditary paraganglioma 
syndrome, respectively. It has been shown that 
accumulation of fumarate or succinate is accom-
panied by a  high level of HIF under normoxia. 
This accumulation seems to be mediated by an 
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4. Growth Factor, Oncogenic Signaling 
Pathways, and Increase of HIF Level
HIF1α levels can be increased by growth factor 
stimulation. It is noteworthy that a hypoxia-
dependent increase of HIF-1α in cell-type specific 
is not due to its reduced degradation, as observed 
under hypoxia, but rather to a stimulation of HIF1α 
synthesis through oncogenic signaling pathways.12 
For example, insulin, insulinlike growth factor, epi-
dermal growth factor, and fibroblast growth factor 
can induce expression of HIF-1α in normoxia via 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and 
PI3K/Akt pathways.129 It is interesting to note 
that the Akt pathway can be overactivated in cells 
displaying either a loss of function of PTEN130 or 
an overexpression of HER2.131
5. Constitutive HIF Activation by Src 
Overactivation
Hyperactivity of Src can be responsible for a high 
level of HIF-1α under normoxia. The high level of 
HIF-1α in cells displaying activated Src is related 
to the production of ROS, which reduces cellular 
vitamin C required for the activity of PHD2. 
A defect of PHD2 activation leads to HIF-1α 
accumulation by preventing its hydroxylation-
dependent ubiquitinylation.132 
Overall, constitutively active HIF-1α and 
HIF-2α play a major role in cancer by inducing 
adaptation of tumor cell to hypoxia microenviron-
ment. However, activated HIFs in normoxic cells 
seems to be cell specific.12
IV. dOES TARGETInG OF HyPOxIA 
RESulT In A MORE EFFICIEnT 
IMMunOTHERAPy?
Clinical vaccination trials aimed at triggering or 
enhancing antitumor immunity are at present 
disappointing, given the different mechanisms 
of tumor escape from immunosurveillance that 
represent the last series of hurdles to be overcome 
in formulating truly effective cancer immuno-
therapy.133,134 Clearly, tumor-induced alterations 
to the patient’s immune system may subvert 
anticancer responses and even promote tumor 
growth. To provide a significant clinical advance-
ment, new concepts have to be introduced to aid 
the design of new tools for therapy. In addition, 
there are increasing indications that tumor stroma 
components including hypoxia play a crucial role 
in the control of immune protection and contain 
many overlapping mechanisms to maintain tumor 
functional disorder and evasion of antigenic-
specific immunotherapy. Therefore, in parallel 
to the efforts oriented toward the identification 
of potential candidate antigens for vaccination, 
closer attention should be paid to the complexity 
of the tumor ecosystem in deviating the functions 
of tumor infiltrating cells. It seems obvious that 
more could be achieved by combining therapies 
that tackle malignancies from multiple angles, 
with the tumor microenvironment conditioned 
to support a powerful effector arm generated by 
immunotherapy. Tumor immunotherapy in the 
clinic has not taken it into account the hypoxic 
microenvironment and its impact on the thera-
peutic outcome. Because the hypoxia-inducible 
factor (HIF) was recently shown to regulate the 
tumorigenic capacity of tumor and cancer stem cells 
under hypoxic conditions,112 further investigation 
is required to demonstrate if HIF-1 is prevalent 
enough in human cancer to be a general target. 
One of the challenges of cancer immunotherapy 
is how to design combination therapies that 
modify the hypoxic tumor microenvironment so 
as to promote immunity and better design more 
adapted immunotherapy approaches. Whether 
the suppression of HIF-1α expression may be a 
promising strategy that is selective for facilitating 
immunotherapeutic efficacy in cancer patients is 
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V. COnCluSIOnS
The growth and spread of cancer depends as much 
on the host response to tumor as on the biological 
characteristics of the tumor itself. This interaction is 
at its most intimate and dynamic within the tumor 
microenvironment. The role of the latter during 
the initiation and progression of carcinogenesis is 
now realized to be of critical importance for both 
enhanced understanding of fundamental cancer 
immunology and biology and exploiting this source 
of relatively new knowledge for improved molecular 
diagnostics, therapeutics, and immune intervention. 
It has become clear now that tumor stroma com-
ponents including hypoxia are engaged in an active 
molecular cross talk that has serious implications 
for immunological recognition of tumor in shaping 
the microenvironment. Indeed, hypoxia incapacitates 
several different types of immune effector cells, 
enhances the activity of immunosuppressive cells, 
and provides new avenues that help “blind” immune 
cells to detect the presence of tumor cells. Obviously, 
understanding the tumor microenvironment and its 
targeting to awaken or reawaken immune cells, or 
to redirect it from a protumor to an antitumor state, 
will help to instruct clinical immunotherapy.
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Pendant ma thèse, j’ai été financée par l’organisation Oséo dans le cadre d’un projet CAP (Cancer
Anti-invasive Program) impliquant plusieurs équipes et plateformes. Le but de ce projet est
l’identification d’un ou plusieurs marqueurs prédictifs/pronostiques de l’invasion, plus
particulièrement, du mélanome. A cet effet, j’ai mené une étude comparative des profils génomiques
entre des lignées primitives versus métastatiques autologues sur quatre couples de patients atteints de
mélanome. J’ai pu ainsi identifier l’IL24 comme marqueur prédictif de l’invasion du mélanome. Les
résultats que j’ai obtenus dans le cadre de ce projet sont résumés ci-dessous. J’ai été amenée
également à établir quelques lignées cellulaires de mélanome primitif ou métastatique dont la
méthode est décrite ci-dessous (partie matériel et méthodes).
Pour répondre à la question quant à l’existence d’un ou des marqueurs de l’invasion du mélanome,
une étude comparative sur 4 couples de lignées de mélanome primitifs et métastatiques a été réalisée
en utilisant des puces Agilent de 244 K.
Dans un premier temps, la comparaison des intensités du marquage entre les 4 couples montre que
l’intensité du marquage sur le couple M4T, M4T2 est plus faible que celle sur les 3 autres couples
(figure 1). Ceci pourrait être expliqué par le fait que M4T2 est une métastase cutanée alors que les
métastases des trois autres couples sont ganglionnaires.
Annexes Annexe II
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Outre la faible intensité du marquage sur le couple M4T, M4T2, la clustérisation des gènes de ce
couple est nettement plus hétérogène que celle des trois autres couples (figure 2).
Par conséquent, la suite des analyses génomiques a été faite sur les 3 couples les plus homogènes
parmi les quatre à savoir : T1, G1 ; I2, M1 et P2, M2.
Les résultats génomiques préliminaires sur ces 3 couples mettent en évidence 120 probes




Ces analyses préliminaires ont nécessité d’être approfondies afin de pouvoir déterminer
d’éventuel(s) marqueur(s) potentiel(s) de l’invasion du mélanome au cours de l’EC3.
2- L’étape clé 3 du projet
Au cours de cette étape, j’ai continué l’analyse des profils transcriptomiques sur les trois couples
de lignées primitives/métastatiques. Cette analyse m’a permis ainsi l’identification d’un candidat
potentiel de l’invasion du mélanome à savoir l’IL24. Ainsi, des analyses fonctionnelles notamment
western blot, qRT-PCR et ELISA ont été faites pour valider ce marqueur (partie résultat).
2-1- Matériels et méthodes
La biopsie reçue est découpée très finement à l’aide d’une pince et d’un scalpel en petits morceaux
et dans un milieu stérile. Les fragments peuvent être conservés à 4°C au maximum 24h après le
prélèvement dans un milieu de culture contenant du sérum humain.
Les cultures sont réalisées dans des plaques de cultures 24 puits en déposant un morceau par puit.
Pour établir la lignée tumorale, les morceaux de biopsie découpés sont mis en culture dans un volume
de 1.5 ml de milieu RPMI-1640 par puit contenant du sérum de veau fœtal (10%), des antibiotiques
(1% de pénicilline/streptomycine) et L-glutamine (1%). Les premières cellules tumorales émergent
du fragment tumoral, en moyenne, 3 à 4 mois après le début de la culture. Une période d’adaptation
aux conditions de culture in vitro est nécessaire dont la durée est variable selon les cellules. Une fois
établies, les cellules sont alors amplifiées et congelées. Les cellules tumorales sont caractérisées pour






Suite aux analyses des résultats de génomique (EC2), un gène codant pour une protéine
suppresseur de tumeur a été caractérisé (Figure 4). L’IL24 est parmi les gènes les plus fortement
exprimé dans les 3 lignées de mélanome primitif par rapport à leurs correspondantes métastatiques.
Ce gène semble être capable de controler la survie et la prolifération cellulaire via l’activation de
certains facteurs de transcription (Stat-1 et Stat-3). La surexpression de ce gène dans les lignées
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Comme le montre la figure 6, l’IL24 est le gène le plus fortement exprimé dans l’ensemble des
lignées primitives étudiées en comparaison avec leurs correspondantes métastatiques, avec un Fold
change de -8,6451 (rapport métastase versus primitive).
2-2-2- Validation du gène candidat avec la technique Taqman:
La confirmation des résultats obtenus sur les puces Agilent a été également réalisée par qRT-PCR
(Figure 5).
L’étude de l’expression de l’IL24 a été également faite sur un panel de lignées métastatiques de
mélanome (VANI, LEW, DUD et SER) montrant que ces dernières expriment très faiblement l’IL24
en comparaison avec les lignées primitives constituant le modèle d’étude (Figure 6).
2-2-3- Validation au niveau protéique par western blot:
IL24
Actin


























Des analyses fonctionnelles ont été effectuées. Le résultat de l’analyse génomique a été confirmé,
premièrement, en étudiant l’expression de la protéine par Western Blot sur les 3 couples de lignées
métastase/primitive de mélanome (Figure 7). Contrairement aux couples T1/G1 et P2/M2, le résultat
n’est pas confirmé sur le couple I2/M1.
2-2-4- Comparaison de nos résultats obtenus sur les lignées tumorales avec les patients du
département de Dermatologie:
La comparaison de nos résultats avec ceux de l’équipe de Caroline Robert va dans le même sens,
chose qui nous réconforte dans choix de ce gène IL24 comme marqueur candidat potentiel de
l’invasion du mélanome (Figure 8).
3- Conclusions et perspectives:
La fréquence des tumeurs primitives est faible, et l’établissement de couples
primitives/métastatiques doit être confirmé dans le cadre d’une étude prospective pour accroître le
panel.
On souhaiterait continuer l’étude sur l’IL24 sur un panel d’échantillons plus élargi et également
étudier l’expression de ce marqueur dans des plasmas de patients atteint de mélanome, étude que j’ai
déjà commencé à effectuer à l’ENS Cachan. Ainsi on pourrait rechercher une éventuelle corrélation
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Résumé 
L’immunologie anti-tumorale et l’immunothérapie ont connu dernièrement de grandes avancées avec la mise 
en évidence du processus d’immuno-surveillance et le développement de plusieurs approches vaccinales. Il 
n’en demeure pas moins que l’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale se traduit peu par 
l’éradication de la tumeur. Comme phénomène dynamique et interactif, la réponse cytotoxique anti-tumorale 
implique les effecteurs cytotoxiques et les cibles tumorales; pourtant, le microenvironnement tumoral et sa 
plasticité influent largement sur l’efficacité de celle-là. Avec l’appui de récentes données expérimentales, il 
apparaît crucial de prendre en compte la susceptibilité tumorale à la lyse par les effecteurs cytotoxiques anti-
tumoraux, notamment les lymphocytes T cytotoxiques (CTLs), et plus particulièrement dans un contexte de 
plasticité cellulaire. Ainsi, le principal objectif de mes travaux de thèse est de saisir le rôle de la Transition 
Épithélio-Mésenchymateuse (EMT) dans la susceptibilité des cellules tumorales à la lyse par les CTLs dans 
des modèles cellulaires de cancer du sein. Nos résultats montrent que l’EMT est capable d’induire une 
diminution de la susceptibilité des cellules mésenchymateuses à la lyse spécifique. Elle engage de ce fait de 
multiples acteurs. Tout d’abord, dans les deux modèles d’étude, il s’avère que l’EMT est capable de réguler 
négativement l’expression de la molécule HLA-A2. Ensuite, dans le premier modèle expérimental, nous avons 
établi que l’EMT induit une altération de la signalisation au niveau de la synapse immunologique. De plus, le 
régulateur de l’autophagie, Becline 1, joue un rôle crucial dans l’induction de la diminution de la sensibilité à 
la lyse par les lymphocytes T-CD8+ suite à l’induction de l’EMT. Dans le deuxième modèle d’étude, le 
mécanisme mis en jeu par l’EMT pour réguler la susceptibilité des cellules mésenchymateuses à la lyse par les 
CTLs se manifeste dans l’induction du facteur de transcription inducteur des propriétés de cellules souches 
cancéreuses, le KLF4 ainsi que via la régulation négative de l’expression du miR-7. Ensemble, ces résultats 
élucident de nouveaux mécanismes d’échappement des cellules tumorales malignes à la lyse par les 
lymphocytes T-CD8+ suite à l’induction de l’EMT. Cette étude soutient ainsi l’importance du ciblage des 
facteurs de transcription inducteurs de l’EMT et responsables de la plasticité cellulaire afin de neutraliser leur 
fonction. Cela pourrait aider à construire une nouvelle stratégie pour mieux contrôler l’échappement des 
cellules tumorales invasives à la lyse spécifique et in fine pour garantir une immunothérapie plus efficace 
contre le cancer. 




The anti-tumor immunology and immunotherapy have recently undergone major breakthroughs, with the 
identification of immune surveillance process and the development of several vaccine approaches. However, 
the fact remains that the induction of an antitumor immune response is still not effective enough. Certainly, the 
antitumor cytotoxic response is a dynamic and interactive phenomenon, involving cytotoxic effectors and 
tumor targets, but its effectiveness is considerably influenced by the tumor microenvironment and its 
plasticity. Recent studies support the importance of taking into account the tumor susceptibility to lysis by 
anti-tumor cytotoxic effectors, notably Cytotoxic T Lymphocytes (CTLs), especially in a context of cellular 
plasticity. On the grounds of these studies, this research aims at understanding the role of Epithelial to 
Mesenchymal Transition (EMT) in the susceptibility of tumor cells to CTLs mediated lysis in different models 
of breast cell carcinoma. Our results reveal that EMT is able to induce a decrease in the susceptibility of 
mesenchymal cells to specific lysis. It calls therefore multiple actors. First, in both study models, it turns out 
that the EMT is able to downregulate the expression of HLA-A2 molecule. Then, in the first experimental 
model, we show that EMT induces an alteration of signalling at the immunological synapse. Moreover, the 
regulator of autophagy, Beclin 1, plays a crucial role in the induction of reduced susceptibility to lysis by T-
CD8+ lymphocytes following induction of EMT. In the second experimental model, we show that the 
mechanisms used by EMT to regulate the susceptibility of mesenchymal cells to lysis by CTLs involve the 
induction of the transcription factor inducing cancer stem cells properties, KLF4, as well as the 
downregulation of miR-7 expression. Together, these results shed light on new mechanisms used by malignant 
tumor cells to escape to lysis by T-CD8+ lymphocytes following the induction of EMT. Thus, this study 
advocates the importance of targeting transcription factors, which are inducers of EMT and responsible for 
cellular plasticity, in order to neutralize their function. These insights may prove useful for the development of 
new strategies aimed at better controlling the escape of invasive tumor cells to specific lysis, and ultimately 
ensuring a more effective immunotherapy against cancer. 
Keywords: EMT, CTLs, HLA-A2, Beclin-1, KLF-4, miR-7. 
